MHMUHUCTEPCTBO 3IPABOOXPAHEHUA
PECITYBJIMKH BEJIAPYCbH

YTBEPXJIAIO
[TepBblii 3aMeCTUTENIL MUHUACTPA

P.A. YacHolTh

16 uronsg 2009 .
Peructpannonnsiii Ne 008-0208

AJI'OPUTM OIIPEAEJEHUA 'TEHOTHUIIOB U AJIVIEJIBHBIX
BAPUAHTOB HELICOBACTER PYLORI C HCIIOJIb3OBAHUEM
IHOJINMEPA3HOMU HEITHOU PEAKIIUU

VHCTPYKLHS IO IPUMEHEHUIO

YUPEXJIEHUE-PASPABOTUUK: VYO  «l'oMenbckuii  rocyJapCTBEHHbBIN
MEIULIUHCKAN YHUBEPCUTET

ABTOPUI: kana. men. nayk E.B. Bopomnaes, kanz. 6uoin. Hayk O.1O. bapanos, a-p
men. Hayk, npod. C.B. XKaBoponok, n-p men. Hayk, npod. C.U. ITumanoB, kaHm.
Meq. Hayk, o1, E.B. Makapenko, a-p 6uoin. Hayk B.E. [TagyToB, A.B. Bopomnaesa

I'omens 2009



B nocnennee necstuieTre MOJEKYJISIPHO-T€HETHUECKHE METOJbl HaXOMST
Bce OoJiee MHPOKOe MPUMEHEHUE B KIIMHUYECKOU AMAarHOCTUKE WH(EKIIHOHHBIX U
HEeMH(EKIMOHHBIX 3a00JIeBaHUM, 3a/layeil KOTOPBIX SBISETCA KaK MOXKHO OoJjiee
paHHee BBISBICHUE 3a00JIEBAHMS, a TAKK€ MOHUTOPUHI MPOBOJAUMON TEPAMMH.
Oco0oe 3HaueHue 3T METO/bl MPUOOPETAIOT B CIydyae TPYJHO KYJIbTUBUPYEMBIX,
MEJUICHHO PaCTYIIUX, HEKYJIbTUBUPYEMbBIX MUKPOOPraHM3MOB, a TaKXe ClIydacB
3a00s1eBaHUH, CBA3aHHBIX C TEHETUYECKUMU HapyuieHUusIMUA. OTKpbITHE UHPEKIUU
Helicobacter pylori u mnoaTBEp)KIEHHUE €€ POJM B Pa3BUTHU 3a00JICBaHUM
KEITYJJOUHO-KUIIEYHOTO TPaKTa TMOCTY>KHJIO MOIIHBIM TOJYKOM K JalbHeIiemy
uccienoBannio 3Toro mukpoopranusma. C 1994 r. Helicobacter pylori siBnsiercs
0€3yCIIOBHBIM U €IMHCTBEHHBIM M3 OaKTEPHAIBHBIX MATOTEHOB KAHIIEPOTEHOM I1O0
kiaccudukanuu MexIyHapOoJHOTO areHTCTBa Mo u3ydyeHuio paka. B 2005 r.
eBponeiickas padouas rpynna EHPSG — «Koncencyc Maactpuxrt-3» mnpuHsiia
BCECTOPOHHHME M 00OOMIAIOIINE MOAXOAbl K aHaJN3y B3aMMOOTHOIICHUN MEXIY
undexkuuent Helicobacter pylori n Takumu 3a00JeBaHUSAMH, KaK (YHKIIMOHATBHAS
nucrienicusi, racrposzodareanibHas pedurtokcHas 6onesnb, HIIBII-racrponarus, a
TAaK)K€ COBPEMEHHBIM MOJXO0JaM K JIMarHOCTHKE HMH(PEKUUH U MPOBEACHUIO
spaauKanMoHHOW Tepanuu. COINIAaCHO TMOJYYEHHBIM JAaHHBIM PHUCK pa3BUTHUSA
9po3ui U A3B JKeNyaAKa W JBeHaanatunepctHod kumku y Helicobacter pylori-
MOJIOKUTENILHBIX OOJIbHBIX BbINIe, 4eM y Helicobacter pylori-orpuiiarenbHbIX.
TsokecTh KIMHUYECKOTO TEUYEHHUs TeNMKOOaKTepruo3a BO MHOIOM 3aBUCUT OT
CTENIEHU TATOTeHHOCTH InTamMmoB Helicobacter pylori. 9T0 B CBOIO oOuepeib
ONpe/EseTCs] HAJIMYMeM U OCOOEHHOCTSAMM IIUTOTOKCHMYECKMX TeHOB. Jlis
JMATHOCTUKHM TATOJIOTMUECKUX COCTOSHUMW, CBsi3aHHBIX C Helicobacter pylori,
UCITIOJIB3YETCsl el Ha0Op METOJIOB, BKJIIOYAIONIUN B ce0sl OBICTPBIN ypea3HbId
TECT, HMMYHO(DEPMEHTHBI aHaliu3, MOPQPOJIOIHUYECKUE U  MOJIEKYJIIPHO-
IF€HETUYECKUE METO/bl, OJTHUM M3 BAPUAHTOB KOTOPBIX SIBISETCS IMOJIUMEpPA3Has
uenHas peakuus (ITLP). OtkpsiTas B cepenune 80-X IT., moaumepasHas LEenHas
peakius CrnocoOHa YBEJIMYMTh KOJWYECTBO Komui wucxomaHoit mnpodst JJHK B
MWJUIMOHBI pa3 B TEYEHHUE HECKOJBKMX 4YacoB. B ocHoBe meroma I[P sexur
NPUHLNAN YMHOXKeHU ucxonnon JJTHK-mMarpuisl B reoMeTpuyecKoi mporpeccuy B
mpolecce MPOXOXKACHUSI TEMIepaTypHbIX IMKIOB. B HacTrosimiee Bpems s
nposenenust [P pazpabGoran u nocTyneH A MIMPOKOTO MCIOJIb30BaHUS HAOOP
000pyI0OBaHMS, BBIITYCKAEMbIN pPa3IU4YHBIMUA TMPOU3BOJUTEISIMU, OCHOBHBIM W3
KOTOPOTO SBJISIETCS. TaK HAa3bIBAEMBIM TEepMOIUKIEp (aMIUMpUKATOP) WU
IPOrpaMMHUPYEMBIN TEPMOCTAT, 00€CTICUNBAIOIINN TEMIIEPATYPHBI U BPEMEHHON
KOHTPOJIb CTaJAMH MOJIUMEPA3HOMN IEMHOW PEaklUh B XOJ€ aMIUTU(UKAIUU, WU
MHOrokparHoro konupoBanus JHK B ycinoBusax in vifro. IIP-nuarnoctuka
o0JaaeT psAIOM IPEUMYIIECTB:

1. Beicokoii  cmenupuIHOCTBIO, KOTOpas OOyCIOBICHa  TOA00pOM
IpaiMepOB, KOMIUIEMEHTAPHBIX YHUKAIbHOM HYKJIEOTUIHOM ITOCIEN0BATEIBHOCTH
TECTUPYEMbBIX MUKPOOPTaHU3MOB, BUPYCOB U T. [I.

2. AneKBaTHON YyBCTBUTEIBHOCTHIO, MO3BOJSIOIIECH AMArHOCTUPOBATH HE
TOJIBKO OCTpbl€, HO M JaTEeHTHble MH(PEKIHH B KIMHUYECKH 3HAYMMOM THUTPE
(BO3MOKHO BBISIBJIEHUE AK€ €IMHUYHBIX OaKTEpUIl WIIK BUPYCOB).



3. YHUBEpCAaTbHOCTHIO JJS BBISBICHHUA PA3TUYHBIX  HMH(EKIIMOHHBIX
arcHTOB.

4. B03MOXHOCTbIO UACHTU(PUKALIMKU BO30YIUTENS B TeueHue 3—4 u.

5. Baxno#t ornmuutenbHOM ocoOeHHOCThIO IIIIP-muarHocTHUKM SBISICTCA
OTHOCUTEIIBHO HU3Kasi CTOUMOCTh 00OPY/IOBaHUS U TECT-CUCTEM ISl POBEACHUS
aHaJIM3a, KOTOPBIE COYETAIOTCS ¢ YHUBEPCAIBHOCTBIO METO/A.

IHNEPEYEHb HEOBXOANUMOI'O OBOPYJIOBAHUS, PEAKTUBOB,
MPEINAPATOB, U3JIEJIUIA MEJUIIMHCKON TEXHUKH

JlabopaTtopuoe obopynoBanue, mpumensiemoe B [11[P-auarnoctuke, nomkHO
MO3BOJISITH MIPOBOJUTH Bce HEOOXoauMmble 3Tambl padbotsl ¢ JIHK, naumHas c ee
BbIJICJICHUS U3 OHOJOTMYECKOTO MaTepuala, NajJbHEHIIYI0 aMIUTu(DUKAIUI0 U
JETEKINIO MPOAYKTOB aMIUTH(PUKAIINKA METOAOM dJIeKTpodopesa.

Hwxe B Tabnuiie mpuBeneH ONTUMATBHBIA BapraHT Habopa 000pya0BaHUS
quist opranuzanuu [HIP-nabopaTopun.

Tabnuia

OntumanbpHBIN HaOOp 000pyaoBanus s opranu3anuu [11[P-naGoparopun

Ob6opynoBanue JJs NPOOONOATOTOBKHU KosnuecTBo
BricokockopocTHast MUKpOIIEHTpU(YTa ¢ pOTOPOM JIJIsi POOUPOK 1
tuna «Eppendort» 1,5 mu 1o 10 000-12 000xg
TBepaoTenpHbIN TepMOCTaT ¢ QyHKIMEeH oxnaxaenus 10 -10 °C
MuxkpoueHTpudyra-BopTeKc
Kommiiext nunetounsix aozatopoB (0,5-10 mxi, 5-50 mxmn; 20— 1
200 mxir; 100—-1000 MKo)
Hacoc ¢ kon6oi-noBymikoit
[TIP-60okc ¢ Y D-penupKyasiTopoM BO3TyXa
XonoauabHUK OT +2 10 +8 °C ¢ MOpO3UJILHOM KaMepoil HE MEHEe 1

-16 °C

[{entpudyra naboparopHas MeIUIIMHCKAS 1

CnexktpooToMeTp s ONpeneneHUs KOJWYECTBA U KauyecTBa

BbIIeIeHHON J[[HK I
Ob6opynoBanue 1 aMILTH(PUKATUHT KosnuecTBo
Amvmuduxatop JJTHK |
[TIP-60okc ¢ Y D-penupKyasiTopoM BO3TyXa 1
MuxkpoueHTpudyra-BopTeKc 1
Kommiiekt nunerounsix pozatopoB (0,5-10 mxi; 5-50 mxa (2 1

mt.); 20-200 mkit; 100-1000 mxo)

TBepaoTenbHbI TepMOCTaT ¢ PyHKIMEN oxnaxaenus 1o -10 °C 1

XonoaunbHUK oT +2 1o +8 °C ¢ TeMnepaTypoil B MOPO3UILHOU
Kamepe He meHee -16 °C




OobopynoBanue 1Js1 perucTpauum pe3yJbTaToB KoanuyectBoO
aMIIMpUKAUT

M cTOYHMK NMUTAaHUS C HOCTOSSHHBIM TOKOM

Kamepa /1t ropu30HTAILHOTO AJeKTpodopesa

Kommiiekt nunerounbix pozatopoB (0,5-10 mki; 5-50 mxm; 20—
200 mxur; 100—1000 mxo)

Y O-TpaHCUIUTIOMUHATOP 1

Bupeocucrema s peructpanuu  reied B KOMIUIEKTE €
KOMIIBIOTEPOM U IIPUHTEPOM

XononwibHUK OT +2 1o +8 °C ¢ TeMmeparypoil B MOPO3WJIbHOM
Kamepe He MeHee -16 °C

Cnenyer yuecTb, 4TO MNpPU MPOBEACHUM uccienoBanuii merogom I[P
HEOOXOMMBIM SIBIISIETCS HAIMYME PACXOJAHBIX MATEPUAJIOB, TAKMX KaK PE3MHOBHIE
NepYaTKy, XajaaThl, HAKOHEYHUKH JJI MUNETOK ¢ ¢huimbtpom g0 10, 20, 200, 1000
MKJI, QubTpoBasibHAs Oymara, MUKpOLIEHTpU(YKHBIE MPOOUpKH Ha 1,5 wiu 2 mi,
[NIP-npoOupKH, CTEKISHHBIE NECTUKH, IUTATUBBI ISl TPOOUPOK, CTEKISHHAs
XUMHUYecKas nocyna u np. JKemareapHO HalMuWe OCHOBHOTO Ha0opa peareHTOB
JUIsl pabOThl 1O OPUTMHAIBHBIM METOAMKAM M JUIsl IPUTOTOBJICHHUSI COOCTBEHHBIX
pPacTBOPOB, PCAKLIMOHHBIX CMECEU U T.J.

Arapo3za —  KOMIIOHEHT  arapo3HOro rejisi, alerar aMMOHUS,
CH;COONH4 — Boinenenue JIHK, Oopuas kuciora, H3;BO; — komMmoHeHT
anekTpodoperuueckoro Oydepa, 6pomun stunus, C, Hy)N;Br — okpacka JTHK,
OpoM(pEHONOBBIA  CUHUH —  3IEKTPOOPETHUUECKU  MapKep, TIIMILEPHH,
C;Hs(OH); — mmpokuii  cnekrp npuMeHeHus, TepmoctabunbHas JIHK-
noinuMepasza — kommoHeHT IIIP-cmecu, nzonponanon, C;H;OH — BeiaeneHue
JHK, naypuncynedar natpus, C;;H,sSNa — Beimenenune JIHK, wmapkep
MOJIEKYJIIpHON Macchl — anekTpodoperndeckuit mapkep, dHTD (ATD, I'TO,
OT®, TT®) — xomnonent III[P-cmecu, npaitmepsl — xoMmmnoneHnt [1I[P-cmecu,
consiHast kucnota, HCl — mmupokuii cnektp npumenenus, tpuc, C4H;1NO; —
KOMIIOHEHT  OoybIIMHCTBA  Oy(epHBIX  pacTBOPOB, YKCyCHas  KHCJOTa,
CH;COOH — mmpoxuii cnektp npuMeHenus, xjaopua kanus, KCl — koMmoHeHT
[T P-cmecu, xmopun maraus, MgCl, — komnonent 1P cmecu, xnopua Hatpus,
NaCl — Bwinenenue JAHK, xmopodpopm CHCl; — Beipenenue JHK, DATA,
CioH14N,Na,Og-2H,O — mupokuidl CHEKTp NPUMEHEHHUS, STWIOBBIM CIHUPT
C,H;OH — ocaxnenue JIHK.

INOKA3AHUSA K IPUMEHEHUWIO

[TokazaHusiMu K ONPENETCHUI0O TEHOTUIIOB U aJUIETbHBIX BapUAHTOB
Helicobacter pylori sBnsaroTcsa: o00cienoBaHUEe OONBHBIX C XPOHHUYCCKUMH
BOCHAIMTENILHBIMU 3a00JICBAaHUSIMU KEITYIKA U JBEHAIATUTIEPCTHON KHUIIIKH.

Metonuka IIIP, mpemioxenHnas B pa3pabOTaHHOW HaMH WHCTPYKIIUH,
SBJISICTCSI HanOOJIEE COBEPIICHHBIM JIA0OPATOPHBIM METOJIOM, TTO3BOJISIOIIAM
BBISIBIISITh ITATOTOKCUYECKUE TEHOTHUIIBI W aJUICThHBIC BApHUAHTHI TATOTEHHBIX
mrammoB Helicobacter pylori, 9to sBIsIeTCS HEOOXOAMMBIM B TIPOTHO3€ TCUCHUS




racTpolyoJeHalbHOM naTojaorui. OHa MOXKET ObITh MPUMEHEHA B MEAUIIMHCKHUX U
Hay4HBIX YUYPEKICHUSIX.

INPOTUBOIIOKA3AHUSA JJIA IPUMEHEHUSA
OTCyTCTBYIOT.

OIMMCAHUE TEXHOJIOI'MU UCITOJIb3OBAHUSA

CIIOCOBA

Marepuanom st Beigenenuss JHK  Helicobacter pylori  sBnsercs
COJEP)KUMOE 3y0OJECHEBBIX KapMaHOB, OMONTATHI CIM3UCTON 000JIOUYKHU JKETy/IKa,
Kall, YucThie KynbTypsl Helicobacter pylori.

HaubGonee uwacro B IIl[P-maGopatopusix Haimieil pecrmyOJMKU BBIICICHUE
JHK nna BesiBnenust Helicobacter pylori npoBOAAT C MOMOIIBIO KOMMEPYECKHX
HabopoB mnpousBoactea [[HUMD M3 PO wu HIID «Jlurex» (Poccus).
HecoMmHeHHO, MCTIONB30BaHUE JTaHHBIX HAOOPOB YIAOOHO B paboTe ¢ HEOOIBIIUM
konuyectBoM BblaeneHHoM JIHK, npu nposemenun 1-5 wuccnenoBanuit. [ns
reHotuniupoBanusi Helicobacter pylori onTUMalbHO HCMOIB30BaTh METO/IBI,
JAlolMe BO3MOXHOCTh THoJydeHust Oonbiioro kosuyectBa JIHK, koropoe
MO3BOJIUT MPOBECTU 3HAUYUTEIHLHOE KOJMYECTBO UCCIEIOBAHUN U3 OJJHOTO 00paslia.
Ha wnam B3rign, HauOosiee onTtuMainbHbIM  MeToaoM BeineneHust [JIHK wu3
ouornraroB >kenyaka sBiasercs SDS Meron, KOTOpbIA TO3BOJISIET MOIYYUTh
JOCTaTOYHOE KOJWYECTBO BBICOKOKAYECTBEHHBIX mpernaparoB cymmapHou JIHK
JUIST TIPOBENICHUS TIOCIENyomer peaknuu amrumdukanuu. Hiske mnpuBogum
IIPOTOKOJI IO JaHHOMY MeToxy Beienenus JJHK n3 GmonraTos xemyaka.

Boineaenne cymmapnoii JIHK u3 6monraroB SDS-meTogom

dkerpakuus. Obpaszen, maccoit 5—10 Mr, mOMecTHTh B IEHTPHUPYKHYIO
npobupky THma «Eppendorfy ob6semom 1,5 wi, copepxamyro 400 MK
skcTparupytoiero Oydepa ciaeayromero cocrapa: 200 MM p-p tpuc; 250 MM p-p
xyiopuaa Hatpusi; 25 MM p-p tpuiona b; 0,5% naypuncynsdat Hatpust (pH O6ydepa
nosectu HCI no 3navyenus 8,1) u nepememiats Ha BopTekce. [locie atoro npodbupku
MIOMECTUTh B TBEPJOTEIBHBIM TEPMOCTAT U UHKYOMpOBaTh B TeueHue 30 MUH Ipu
65 °C.

Ouuctka romorenartos. [locie sxcTpakiuu B mpooupky 100aBUTh 350 MK
oxJlaxkaeHHoro SM kucioro p-pa amerata Hatrpus (pH 5,0). Copepxumoe
nepeMeniath 1 iHKyoupoBath B TBepaoTenbHoM Tepmoctate (T = 0 °C) B Teuenue
20 mun. [Tocne nukyOammu romoreHats! neHTpudyruposats npu 12 000xg (T =
4 °C) B Teuenue 10 mun. [1o okoHUaHUU HEHTPUDYTHUPOBAHUS MUIETKON 0TOOPATH
650 MK cynepHaTaHTa, NEPEHECTH B JAPYTYI0 LUEHTPUPYKHYIO MPOOUPKY TUIA
«Eppendorf» obvemom 1,5 mm um cmemars ¢ 650 wMkin xjopodopma u
nentpudyruposats npu 12 000xg (T =4 °C) B reuenue 10 MuH.

Ocaxnenue JIHK. Ilo oxonyanuu UeHTpU(YTUPOBAHUS MHUIETKON
orobpats 600 MKI cymepHaTaHTa, MEPEHECTH B APYTyIO HEHTPUPYKHYIO
npobupky tmma «Eppendorfy ob6semom 1,5 mm u goGaBute 600 MK
u3onponanona. Conepxumoe MNpoOUPKH MepeMelniaTb U WHKYOMpoBaTh IpuU



temriepatype -10 °C B teuenue 15 muH. J[anee mpousBecTr neHTpU(YTHPOBAHHE
npu 12 000xg (T =4 °C) B Teuenue 15 muH.

Ouucrka npenapara JJTHK. CynepHaraHT ciauTh, a MOJIYYEHHBIM OCAIOK
JHK npomsite 1000 Mk 65% sTaHona, oxnaxaeHHOTro 10 temmepaTtypsl -10 °C.
[Toce mpoMbIBaHUs coaep)KkuUMOe pooupku 1eHTpudyruposats mpu 12 000xg (T
= 4°C) B Teuenne 10 muH. Ilpouenypy HpOMBIBKM MNOBTOPUTH 2—3 pasza A
YAQJIEHUS U3 0CaJiIKa OCTaTKOB TpUJIOHA b, anerara HaTpHs U U30MPONAHOIIA.

JInopuamzanus npenapara JHK. Ilocie npoMbIBKHA 3TaHOIOM OTKPBITh
Kpbiliku ¥ npocymuTh ocanok JHK B teuenne 3040 mun (T = 45°C) no
IIOJIHOT'O UCITAPEHUs 3TAHOJIA.

PacTrBopenne mpenapara JIHK. BricymeHHslii ocanok pactBoputh B 30
MKJI OMJUCTHIUTMPOBAaHHOW U JenoHu3upoBaHHoi Boabl mipu 40 °C B Teuenne 30
muH. PactBopennyto JJHK xpauuts nipu 4 °C 1515 nocineayomero aHajimsa.

[Tocne Bwimenenuss JIHK HeoOxomumo ompenenuth €€ KOJIMYECTBO
CHEKTpOPOTOMETPUYECKUM  METOJOM. B HacTosimee BpemMs  HaumOojee
onTUManabHbIM (doToMeTpoM Juisi ompeneneHus konudectBa JIHK sBisiercs
OC3KIOBETHBIM  BapuWaHT  CHEKTPOPOTOMETpa,  MO3BOJSIONIUNA  MPOBOAWTH
onpenenenne konueHrpauuu JJHK B 1 Mxn B Teuenue 10 c.

Hns  nposenenus IIP onrtumaneHoe konuvyectBo reHomHou JIHK,
BHOCHMOTO B PEAKIIMOHHYIO CMECH, TOJKHO cOCTaBIAThH OT 20 10 50 Hr.

HManee npooautcs BeisBienue [|HK Helicobacter pylori, nist 4ero MOXKHO
UCIIOb30BaTh, Hampumep, komMmepyeckyro [IIIP-tecT-cucremy mnpou3BOACTBA
HHHUN »smuaemuonorun M3 PO  «AmmauCenc-100-R»  mis  ammudukanyu
yuactka JIHK nmnuno#t 520 map HykieotumoB 16S-pubocoManbHOro reHa
Helicobacter pylori. Tlocne momydeHus MOJOKUTEIHHOTO Pe3yIbTaTa MPOBOJIUTCS
JanbHEHIIee BHIABICHUE aJUTCNIbHBIX BAPUAHTOB U TeHOoTUNoB Helicobacter pylori.

B pazgenax «ammmubukamus» U «NIEKTpodope3»  MpeacTaBICHbBI
TeopeTudeckue OCHOBHI (popmupoBanus [IL[P-cmeceit, mpoenenust IIIP wu
UHTEPIIPETALUU PE3YJIbTATOB.

AMiuinpurkanusa

[Ipu  mpoBemeHun  aMIIM@UKAMM ~ OCHOBHBIMHU  KOMIIOHEHTaMH
peakuronnort  (ITLP) cmecu aBmstorcs:  [ILP-O0ydep (Tpuc-HCl, KCl,
MgCly) cmece  Hykneoruarpudocparos (AT®, I'TO, LTD, TT®D), npaiimepst
(OJIUTOHYKJICOTH/IBI), TePMOCTa0HIbHAS JHK-nmonumepasa, npenapar
aHanmusupyemor JIHK. Kaxnapii U3 KOMIIOHEHTOB PEAKUMOHHOW CMECHU
HEMOCPECTBEHHO YYacCTBYET B IMOJIMMEPA3ZHOMN LIEMHON pEaKUUH, a KOHLEHTpauus
pEareHTOB HAIMPSAMYIO BIUSAET HA XOJ aMITU(DUKALIUH.

Tpuc-HCl — onpenenser pH peakuuoHHoi cmecH, co3fgaeT OydepHyIo
eMkocTb. AxtuBHOCTh JIHK-mommmepaser 3aBucut ot pH cpenpl, mostomy
3HAQYEHUE BOJOPOJHOIO NOKA3aTeNsl HaNpsAMYK BIMSIET Ha XOJ IOJIMMEPA3HOU
uenHoi peakuuu. O6puHO 3HaueHue pH Haxogutcs B npenenax 8-9,5. Bricokoe
3HaueHue pH Oepercs m3-3a TOTO, YTO MpHU MOBbIIEHUU TemiepaTypsl pH Tpuc-

HCI 6ydepa mamaer (temmepatypusiii kodadduiment ~ -0,031 €A pH/°C) u npu
72 °C cocraBnser ~7,5.



KCl — onpenenser npoTekaHuWe NPOLECCOB ACHATYpAallMM M OTXKMUIa.
Konuentpanus xnopuaa kamus B [P cmecu cBbime 50 MM unrubupyer JTHK-

oJIMMEpPa3sy.

MgCl, — nockonsky JHK-momumepasa seisercss Mg -3aBHCHMBIM
(dbepMeHTOM, TO KOHIIEHTpAllMsg MOHOB MAarHus BIMSET HAa aKTUBHOCTh (hepMeHTa
(Mg2+ obpazyer komruiekcbl ¢ HT® — HMEHHO A3TH KOMIUIEKCHI SIBJISIOTCS

cyOcTpaToM AJia mojauMepasbl). Beicokasi KOHIIEHTpalys IPUBOJIUT K YBEIUUCHHUIO
Hecnenuduueckon amMruinuKalnuy, a HU3Kas BeJeT K MHIMOMPOBAHUIO PEAKIUH,
onTUMYM (7l pa3IMyHBIX MojuMmepa3) Haxoautcs B obmactu 0,5-5 MM. Kpome
TOr0, KOHLEHTpALUs COJIEM MarHus BIMSIET Ha MOPOTEKAHUE IIPOLIECCOB
JCHATYpALHH M OTKHrA — TOBBINICHHE KOHIEHTpamuu Mg®  BbI3BIBaeT
noBblieHue temneparypsl 1asieHus JHK (T.e. TeMmeparypsl, npu KOTOpOu
50% nByxuenoueunbix HUTed JIHK paszbequHsaioTCsS Ha OHOIECIIOYEUHBIE).

HT® — w#ykneoruarpudocdaTsl  SBIASIOTCS  HEMOCPEICTBEHHBIMU
MOHOMEpPAaMHU HYKJIIEMHOBBIX KHCIJIOT. JUJIsI MpenoTBpalieHnsl EeNHOM TEPMUHALUN
PEKOMEHAYETCSI  PABHOKOJIMYECTBEHHOE  COOTHOLIEHHE  BCEX  YETBIPEX
nykineotuarpudocdarop. Hwuszkas  KOHUEHTpauusi JaHHBIX  KOMIIOHEHTOB
peakuronHoi cmecu (10-20 MM) yBenuuMBaeT BEPOATHOCTh OLIMOKK TIpH
nocrpoeHnn  koMmiuiementapHo nenu JHK. [Iuana3zoH  MCHosib3yeMbixX
koH1eHTpauii — 50-500 uM.

IIpajiimepbl — OJIMTOHYKJICOTU/bI, SIBIISIOLIMECS 3aTPaBKOW JJId Hayaia
CUHTE3a MOJUHYKICOTHIHOUN LEIH.

Hcnonp3yemsblii nuanazon konueHtpauui: 0,1-0,6 uM. OnrtumanbHas
KOHIIEHTpAIUsl IpaiiMepoB moAdupaeTcs sMnupudecku. MHorna npu qiuTenbHOM
xpanennn mnpu 4 °C wunm  mociie  OOJBIIOTO KOJIMYECTBA 3aMOpPa’KWBAHHI-
OTTauBaHWI mpaiiMepsl 00pa3ylOT BTOPUYHBIE CTPYKTYPbl —  JHMEPBHI,
camxkatonue dddexruBHOCTh MpoTekanus [1I[P. Ycrpanenne manHOW mpoOiieMbl
ceoauTcsi Kk mHKyOanmu Ha BojsHoW Oane (T = 95°C) B Teuenwme 3 MuH C
nocyieayronmm peskuM oxyaxaenuem 10 0 °C. Haubosiee onTuManbHbIM SBJISIETCS
UCII0JIb30BaHUE MpaiiMepoB ¢ pa3HuUlel Temmnepatyp miasieHus (Tm) ne Oonee 2—
4 °C. OO6nacTh OTXKHIa MNpPaMEpPOB JOJKHA HAXOAUTHCA BHE 30H MYyTallWi,
JeJIeMd WIM WHCEPLUU B MpeAeiax BUIAOBOW WIIM WHOW, B3ATOM B KayeCTBE
KpUTEpHs Mpu BbIOOpe mpaiiMepos, crienuduunoctu. [Ipy nomaganuu Ha TaKyro
30Hy OTXHUTa IMpaiiMepoB MPOUCXOAUTh HE OyIeT, M KaK CIEJICTBUE —
JI0’KHOOTPULATENbHBIN PE3YJIbTAaT.

Tepmoctratuabnaa JIHK-mosmumepaza — TtepmocTaOunbHbIN (GEpMEHT;
NPy HUCIOJNB30BaHUU Majoro konudectBa JIHK-momumepassl HabmromaeTcs
YMEHBILICHUE CHHTE3a KOHEYHOI'0 MPOAYKTA, IPSMO IPONOPLUOHAIBHOE pa3mMepy
¢parmenToB. M30biTOK monmumepassl B 2—4 pa3a NOPUBOAUT K MOSBICHHIO
I y3HBIX CHEKTPOB, a B 4—16 pa3 — HHU3KOMOJEKYJISAPHBIX HECHEIHM(PHUUHBIX
CIeKTpoB. Jlnama3oH wWcnonb3yembix KoHUeHTpauud — 0,5-1,5 enunun
akTuBHOCTU B nepecuere Ha 25 mxna [P cmecu. [Ipumech B peKOMOMHAHTHBIX
nonmumepaszax JIHK  Oaktepuii  BbI3bIBAaCT MOSBJICHUE  HeECHEHUPUUHBIX

+
AMIUTMKOHOB. TOYHOCTH CHHTE3a 3aBUCHUT OT KOHUeHTpauuu Mg , HT®, pH. B



CpelHEM 4YacToTa OIIMOOK, Hanpumep, y lag-noauMmepasbl, 4yThb HMXKE, 4eM |
3amena Ha 100-300 1.

IIpenaparsl JIHK — konuuectBo u kadectBo npenapara JJHK (maTpuiibn)
HEMOCPECTBEHHO BIUSAET HA XOJl U MapamMeTpbl MOJUMEPA3HOU LIETTHOM peaKluu.
N36biTouHoe  konmuecTBO oOpasma  JIHK  wunrubupyer IIHP. Juanazon
UCIIOIb3yeMbIX KoHIeHTpanwuii: reHomHass JIHK — 10-500 ar, 6axkrepuit — 1-10
Hr, miasmuanas JJHK — 0,25 Hr.

CriekTpo(hOTOMETPUYECKUI aHANU3 TO3BOJIIET WM3MEPUTh KOHIICHTPALIUIO
JJHK # omneHuTh 4MCTOTY NOJIyYEHHBIX MpenapatoB. OQHAKO OH HE MO3BOJISET
BBISIBUTh CTENEHb AErpajaliik MOJEKYyJ B mpemapare. s mpoBeleHHs Takoro
aHaIM3a KCTOJB3YIOT AJIEKTPO(POPETUUECKUN aHAIU3 TOTYYEHHBIX MPErmapaToB
JTHK.

[TockonbKy KOHIEHTpauus ¥ yncrora npenapara JJHK sBisaroTcs BaxHbIMU
¢dakTopaMu, BIUSIOUIMMH Ha XOJ JajJbHEHIIEro aHaiu3a, HeoO0X0IUMO
YCTaHOBJICHHE 3HAYEHUM 3TUX IMOKa3aTesed ¢ MOMOLIbI0 criekTpodoTomerpa. Jis
onpenenenus konuuectsa JIHK u3mepsior nmornomienue pactBopa B o0iacTax ¢
quHaMu BosH 260 n 280 HM. M3mepenue npu 260 HM MO3BOJISET pacCUUTATH
KOHIICHTPAIUIO HYKJIEMHOBON KUCIOTHI B IIpode. Ontudeckas mioTHocts OD = 1
A cootBercTByeT mpuOim3utenbHo S50  wmkr/mun  aByxnenodeunou JIHK.
CootHomienue SkcTUHIMNA 260 HM/280 HM MO3BOJSET CYIUTh O YUCTOTE HYK-
nenHoBoM KHcIOoThl. YUucteie npenapatsl JJHK mMeroT cooTHomeHne He MeHee
1,67. Ecmu mnpemapar comepxuT mnpumech Oenka, TO OD,4/OD,gy MeHbIIIE
yKa3aHHOTO BBIIIE 3HAYEHUSI, U HEOOXOIUMO MPOBECTH JOMOTHUTEIBHYIO OUUCTKY
npenapaTta. KpoMe Toro, mpoBOAST AOMOJHUTEIBHOE U3MEPEHUE MPENapaToB Mpu
320 M. B uncTthix npenapatax 3HaueHue ODsyg T0KHO CTPEMUTHCS K HYJIIO.

[Ipumecn pa3nuuHBIX BeWIECTB, Haxoxsmuxcs B mnpenapare JHK, moryt
TakKke yMmeHblath 3pdextuBHOCTh TpoTekanus [IL[P: amerat natpus, xmopun
HaTpus, Tpwinon b, wusompomanosn, 3TaHon, remapuH, QEHOJ, MOYEBHHA,
reMOTJIOOUH U Jp.

Kpome ocHoBHbIX komnoHeHTOB III[P cmecu, wucnonb3yror psn
JOTIOJTHUTENbHBIX BEIIECTB, YIY4YIIAlOUMX KauyeCTBEHHbIE U KOJIMYECTBEHHbBIE
nokaszarenu [ILP: aneramupn (5%) — yBenuueHHe PACTBOPUMOCTH OCHOBHBIX
KOMIIOHEHTOB; OetamH (HatpueBas coiyib) (0,8—1,6 M) — crabwmsanus JHK-
noJMMepasbl, MOHWXKEHHE TeMmrneparypel IuiaBinenus JIHK, BeipaBHHBaHue
temriepaTypsl miaBiieHus AT- u GC-HaCBIIIEHHBIX PETHMOHOB; aTbOYMHUH OBIUWN
(10-100 mxr/mn) — crabunuzanusa JJHK-nonmumepassr; numeruncynbdokeua (1-
10%) — moBBIlIEHHE PACTBOPUMOCTH OCHOBHBIX KOMIOHEHTOB; (hopmamuy (2—
10%) — yBenuuenue crnenuPuIHocTd OTkHUra B (GC-HACHIIICHHBIX PETHOHAX;
rnunepud (15-20%) — yBenudeHue TepMOCTaOMIBHOCTH (pepMeHTa, MOHMKEHHE
TemriepaTypbl aeHatypauun odpasua JIHK; cynbdpar ammonusa (15-30 mM) —
CHI)KEHHE TeMIIEpaTypbl J€HATypaluy U OT/KUTA.

B pe3ynbpTaTe mpOBENECHHBIX HAMU HMCCIEAOBAHMN MO T€HOTUIUPOBAHHIO
Helicobacter pylori Obu1 momoOpaH cocTaB peakuuoHHOW cranmaptHou III[P-
cMecu Ha | aHanmu3, COCTOAIIMN U3 CAEAYIOIINX KOMIIOHEHTOB:



10-xpatusrit [TLP-6ydep (100 MM Tpuc-HCI (pH 8,8 npu 25 °C), 500 MM KCI;
25 MM MgCl,, 0,1% TBun 20) — 2,5 Mk
Cwmech nykneotuioB tHT® 10 MM — 0,5 mki
[Ipaiimep npssimoit 10 MkM — 1 mka
[Tpaitmep obpatubiii 10 MKM — 1 MKa
Bopa nemonusupoBanHas — 18,8 Mk
Tag-nonumepasa (5 ex./mxin) — 0,2 MK
O6pazen JJHK (20-40 ur) — 1 Mk
Aunroputm nporpammsl TP ciaexyrommii:
1 3Tran (1 umkn)
[IepBuuHas mmrenpHas AeHarypauus npenapara JJHK
2 3tan (30-35 uuKIOB)
brictpas nenarypanums npenapara JJTHK
OTxur npaiiMepos

DJoHTaIUs
3 3tan (1 uukn) JnurensHas snonranus. OxaaxaeHue peakiMOHHON cMecu
Kaxnaplii a5ieMEeHT 3Tana — JeHaTypalus, OTXKWI, DJIOHTAIus — HMEET

WHJVBUAYyaJIbHbIE TeMIIepaTypHble M BpEeMEHHBbIC XapakTepucTuku. [lapameTpsl
TEMIIEPATYPbl W BPEMEHM MPOTEKAHUS OTaloOB JUIA KaXIOr0 W3 T'EHOB
NIPEACTABJIEHBI B IPUIIOKECHUH.

Jenarypauus. B xone 1aHHOrO 31€MEHTA MOJUMEPA3HON LEITHOM PEaKIINU
MPOMCXOAUT paclleluieHue JApyxuenodeuno wmonekynsl JIHK Ha  ngBe
OJIHOLIETIOUEYHbIe. TemnepaTypHble MapameTpbl ACHATypallid HaXoIsATCSd B
obmactu 90-95 °C, no B cnyuae /JIHK-o6pa3na ¢ GonbmmM copepskaHueM ryaHnHa
U IMTO3MHA, TeMIiepaTypa AobkHa ObITh yBenumdeHa no 98 °C. Temmeparypa
JIeHaTypaluyd JOJKHA ObITh JOCTATOYHOW JUIsl TOJHOM JIeHaTypaluun —
pacmerienns HuTed JIHK w w30exaHuss «BHE3aIHOTO OXJIAXKICHHS WA
ObICTpOrO  OTXHUTa, onaHako, TepMmoctabmwibHas JIHK-monmumepasza wmenee
yCTOMYMBA MPU BBICOKUX TeMmmepaTypax. TakuM oOpa3oM, Moa00p ONTHUMAaTbHbIX
TEMIIEPATYPHBIX MapaMeTpoB JeHATypaluu JJIsi COOTHOIICHUS MpaimMep/o0paszer
(npenapat JIHK) siBnisieTcs BaXKHBIM YCJIOBHEM IPH MPOBEIECHUU aMILIU(UKAIUY.
Ecnu temmeparypa neHaTypauuu Ha nepBoM 3tane Beime 95 °C, psa aBTOpoB
pexkomenayetr nob6asmsath JHK-mommMepasy B peaklMOHHYIO CMECh IOCIE
MEpBUYHOM JIeHaTypauu. Bpemst manHoro simemenra strana B xoxae [P momxHO
OBITh JOCTATOYHBIM mJisi TonHOM neHatypanuu JIHK, HO B TO ke Bpems He
OKa3bIBaTh CYIIECTBEHHOTO BJIMSHHS TPHU JAHHOW TeMIIEpaType Ha CTaOMIbHOCTh
JAHK-nonumepassbl.

Orxur. Temneparypa orxura (Tg) — oAMH M3 BaXXHEHIIMX MapaMeTPOB
MOJIUMEPA3HOM LENMHOM peakuuu. lemmeparypa OTXKUra i KaxkIoro
KOHKPETHOTO Mpaiimepa nmoadupaercs uaauBuayainbHo (Rychlik et al., 1990). Ona
3aBUCHUT OT JJIMHBI U HYKJICOTHUIHOTO cocTaBa mpaiimepa. OObBIYHO OHA HUXKE Ha 2—
4 °C 3nauenus Ty (TemmepaTypsl IiaBieHusi) npaiimepa. Eciam temmepatypa
OT)KMTa  CUCTEMbl  HIKE€  ONTHUMalbHOM, TO  YHCIO  HecHenu(PUIHBIX
aMIUTAPUITMPOBAHHBIX (parMEeHTOB BO3pacTaeT W, HA0OOpPOT, Oojiee BBICOKAs



TEMIIepaTypa yMEHBIIACT KOJMYECTBO aMIUTU(UIIMPOBAHHBIX MPOAYKTOB. [lpm
ATOM KOHIIEHTpPAIHS CIICIU(PUIHBIX aMITTHKOHOB MOXET PE3KO CHUKATHCS BIUIOTH
no unrubupoBanus IILP. YBenuueHue BpeMeHH OTKHUIa TaKXKe MPUBOJUT K
YBEIMYECHHIO KOJIMYECTBA HECTIEIM(PUUECKUX aMIUIMKOHOB.

Juonranusa. OO0bvHO Kaxablii BUJ TepmocTabunbHoi JIHK-nmomumepassl
MMEET WHIUBUAYAIbHBIM TEMIEPATYPHBIA ONTUMYM aKTHUBHOCTU. CKOpOCTh
cunTe3za epmenToM komiuiemeHTapHoi HuTH JHK Takxke siBisieTrcss BeaMuMHOU
criennpuIHON I KakJAoW mojumepasbl (B cpenHem oHa coctaBiser 30—-60
HYKJICOTHAOB B 1 c, miu 1—2 ThIC. OCHOBaHM B 1 MHH), TO3TOMY BpeEMs
AJIOHTallMKM mojoupaercs B 3aBucuMoctu oT Ttumna JIHK-mommmepassl m aimHBI
aMIUTH(UITUPYEMOTO PETHOHA.

CrpykTypa mogoOpaHHBIX HaMHU MPaHMEpPOB W MPOTpaMM aMIUTU(PUKAINH
JUTSl OTIPEJIENIEHHS] TEHOTUIIOB U aJlJIENbHBIX BapuaHToB Helicobacter pylori nansl B
npWIOKEeHUU. Bpems ammngukanuu coctasisieT He 0ojee 2-X .

daekrpodopes

Pa3nenenne HyKJIEMHOBBIX KHUCIOT OCHOBAaHO Ha TOM, YTO CMECh HX
MaKpOMOJIEKYJl B ONPEIEIEHHBIX cpeAax MOJ IEeHCTBUEM 3JIEKTPUUYECKOrO MOJIs
AenuTcs Ha pan  (ppakuuii B 3aBUCMMOCTHM  OT pa3Mmepa (parMeHta u
KOH(OPMAIMOHHOW CTPYKTYpbI (KOJbleBas ¢popMma, TuHerHas u ap.). C moMouibo
ATOM MPOCTON TEXHUKU MOKHO OBICTPO pa3ienuTh Takue cMecu GpparmentoB JJHK,
KOTOpbIE HE MOTyT OBITh pa3[eieHbl JAPYTMMH CIoco0aMu, Hampumep,
HEeHTPU(YTUPOBAHUEM B TPaJAMCHTE TNIOTHOCTH. ClenyeT OTMETUTh, 4TO HauboJsee
pacrnpocTpaHEHHbIM METOJ0M SBIIAETCS resb-3JeKTpodopes, T. €.
bpakMOHUPOBAHNE B CIICIIHMAIBHBIX TEJIEBBIX TUIACTMHAX WK OJokax. B kadecTse
MOJJICP)KUBAIONIUX ~ HOCHUTENIed Haumbojee dYacTo NPHUMEHSIOT arapoly u
MOJTUAKPUIIAMHU/I.

DnexTpodopeTHdecKkoe pas3AelieHne TMPOBOMAT B BEPTUKAIBHBIX WJIU
TOPU30HTAIBHBIX JJIEKTPOOpEeTHUEeCKNX Kamepax. J[js arapo3HbIX Tenel darie
MPUMEHSIIOTCSI TOPU30HTAIIbHBIE KaMEPhI.

JUist  TNpUTrOTOBJEHUS  arapo3HOro Treist  arapo3dy  pacTBOPSIIOT B
anekTpodoperuueckom Oydepe (oO0buno Tpuc-OTA-6opatubiii wiu Tpuc-
OJTA-anieTaTHbIi) MyTEM HarpeBaHUsl CMECH. 3aT€M TrOpSYMN PacTBOP 3aJMBAIOT
B CHELUAaNIbHYIO KioBeTy. [locine monumepusanuu reip noMmemaercs B kamepy. C
MOMOIIBIO TUIACTMACCOBBIX TPEOCHOK B Ielie BBIJIABIMBAIOT JIYHKH. Jlanee oTceku
KaMephbl HAMOJHAIOT 3eKTpodopeTrnueckum OydepoM, Tak 4ToObl cioit Oydepa
HaJ[ TeJIEM COCTaBUII 5—7 MJl. B TyHKH Telis ¢ IMOMOIIBIO TTUTIETKH BBOJST 00pasIibl,
cMemanHeie ¢ OydepoMm nnsi  3arpy3kd, Kamepy IUIOTHO —3aKpBIBAIOT,
MOACOCIUHSIOT AJIEKTPOAbl M TMOAKIIOYAIOT K YHHUBEPCAIBHOMY HWCTOYHUKY
nutanus. HanpspkeHue, cuiia Toka W BpeMs diekTpodopesa moadouparor
AMITUPUYECKHU.

[Tocne anexTpodopeTnaeckoro GpakImOHNPOBAHUS TEIh KJIATyT B KIOBETY,
r€ U MNpPOU3BOIAT OKpamuBaHue. [ ¢aroopecuupyromero OKpaliuBaHus
UCIIOJIB3YIOT PacTBOp 3TUAMyMOpomuaa (Mocie OKpPackh reib MPOCMaTpUBAIOT
1oJ1 yJIbTpadHuOIETOBBIM CBETOM).



Mununmanenoe konuuectBo JIHK, koTtopoe MokHO 0OOHapyxuTh mnpu
dboTorpadupoBaHUM T, OKPANICHHOTO OPOMHUCTBIM STHUIUEM, COCTaBIseT 2 HT
npu mupune nonockl 0,5 cm. MakcumansHoe konuuectBo /JJHK, koropoe moxHO
BHECTU B JIYHKY, 3aBHCHUT OT 4ucia (pparMeHTOB B mpode u ux pasmepoB. Eciu
JyHKa OyneT mepenoiHeHa (B MOJOCEe YKa3aHHOW MIMPUHBI OYyJEeT COAep’KaThCs
6omnee 200 ur JIHK), To mosoca oka)keTcsl pacIijibIBYaTOM, U Oy1eT uMeTh nuieid.
OT1oT ned@exT 0COOEHHO BBIPAKEH IMPHU Pa3[CICHUHM KPYMHBIX (parMeHToB. [Ipu
aHanuse npocroro Habopa mosekyn JJHK Baocst 0,2—0,5 mxr JIHK.

Jist  BU3yanM3anuu  TMOJIYYEHHBIX Pe3yJbTaTOB MNPUMEHSIOT JH00YI0
CTaHAAPTHYIO BHUACOCHCTEMY (TPAaHCWLIIOMHHATOP C BHJICOCUCTEMOM), s
nepeHoca M300pakeHUsI Ha KOMIIBIOTEP MCIIOJIB3YETCS Pa3IMyHOE MPOrpaMMHOE
oOecrieueHue, TMO3BOJstONIee (PUKCUPOBATh TMONy4YeHHBbIE (oTorpaduueckue
M300paKeHHsl Teled, HallpuMep, MOKHO HCIIONIb30BaTh nporpammy Vitran Photo,
Image Master Elite, Quantity One unu aHamoru4yHsbIe.

NEPEYEHb BO3MOXHbBIX OCJIOXKHEHUHA WA OLIUBOK
NP MPUMEHEHUU U ITYTU UX YCTPAHEHUA

[IpoBenenue I[P TpeOyeT cTpororo coOt0AeHUS MPaBUI B OpraHU3AIMU
pabotsr [IL{P-naboparopun Ha Bcex dTanoB aHaiuza. OTCYTCTBHUE JAOCTATOYHOTO
OMbITa MCMHOJB30BAHUS  AMIUIM(PUKAIMOHHBIX TEXHOJIOTUH U CTEPEOTHUIIbI
MBIIIJIEHUS ~ TIEpCOHaja, paHee paboTaBmiero B OUOXMMHYECKUX  WIIU
0aKTEPHOJOTUIECKUX JTA0OPATOPUSIX, MOTYT IPUBOJIUTH K OITUOKAM, pe3yJIbTaTOM
KOTOPBIX ~ MOXET  CTarb  HEBEPHOE  —  JIO)KHOOTPULATEIBHOE  HWIHU
JIO)KHOIIOJIOXKUTENIbHOE  3akmrodeHre. C TOYKM  3pEHHsT  IOIYy4YEHUs
JIO)KHOOTPULIATEIBHOIO HMJIM  JIOKHOMOJIOKUTEIBHOTO  pe3ysibTata O0COOEHHO
OMACHBI OIIHUOKH, KOHTPOJIb KOTOPBIX HEBO3MOXHO OCYIIECTBUTH BO Bpems [ILIP-
aHanuza. JTO, MPEX/e BCEro, OMMOKY, CBA3aHHBIC C HapyILICHHUEM IpaBwi 3a00pa,
XpaHeHHsT W TpaHcnopTupoBku  npoO. Ilockonapky  3TM  mpouenypsl
ocymectBisitorcst BHe [1I[P-nmaGopatopun, 00sbi10e BHUMaHUE CIEIYET YACITh
O00Oy4YEeHHI0 MEIULMHCKOrO MEpPCOHAa, BBIMOJHIIOMIEro 3a00p mpol, Tak Kak
MMEHHO OT HEro0 BO MHOTOM 3aBHCHUT KauecTBo [I1[P-anamnszoB. Corpyanuku I1L[P-
7ab0paTOpuu JOJDKHBI HEYKOCHUTENIBHO COOJII0aTh CaHUTapHbIE IpaBuja B
OTHOLIEHUU Oe3omacHOCTH paboOThl €  MHUKpoopranusmamu  3-4  rpynim
naToreHHocTd. Ciydyan TOTajdbHOM KOHTAMUHALIUM BBISABISIOTCA 0€3 Tpyla Io
MOSIBJICHUIO JMHUM  «monoxuTtenbHoi» JIHK Bo Bcex mpobax, BkItouas
OTPULATEIIBHBI KOHTPOJb. PeareHTtsl, 3arps3HeHHbIE «mnoJjioxkuTenbHon» JIHK,
nojuiekar nukBuganuu. [IoBTOpHAs peakuus CTaBUTCA C HOBBIMU PEarcHTaMHU.
['opa3no Gosee ClOXKHO BBISIBUTH Cllydyad KOHTAMHHAIIMM B OTAEJBHBIX IMpoOax.
D10 MOxkHO caenate npu BelaeneHnu JHK u mocranoBke peakumu B 2 wim 3-X
Iapajuielsax, a TAaKKe IPHU UCIIOJIb30BaHUN B KaXXJA0W NOCTAHOBKE OTPULATEIBLHOTO
KOHTPOJIS, MPOBOJAMMOIO 4epe3 BCE CTAaAUU MPOOOMOATrOTOBKU. DNU30JUYECKUE
CIy4Yad TOSIBJICHUS JIMHUU «moJoxutensHoi» JHK B orpumarensHomM KOHTpoJie
CBUJIETEIBCTBYIOT O BO3MOKHOCTH KOHTAMUHALIUU U B MPo0ax.



Hpunoscenue
TP ananu3 renos Helicobacter Pylori

I'en VacAs (sl and s2)

[Tpaitmepsbl 19, 21, 24, 26 — IIO3UTHUBHBIE 110 VacAsl OBPA3ILIbI
5/-ATGGAAATACAACAAACACAC-3/ 20, 23 — ITO3UTUBHBLIE I1O VacAs2 OBPA3IIbI
5-CTGCTTGAATGCGCCAAAC -3’ 15, OK — HEI'ATHBHBIE OBPA3IIbI

Pazmep uckomoro gparmenta mist — VacAsl 259 m.h.
Pa3mep nckomoro ¢pparmenta st — VacAs2 — 286 1.H.

IIporpamma ITLIP:
95 °C
95 °C
55°C
72 °C

72 °C
4°C

3 MuH 1 K
30c 35 nukiIoB
30c

30c

2 MUH 1 nuki

XpaHEHHE




I'er VacAmla

ok 34 I I 3| 39 Mk

290 bp

[Ipaiimepbl
5-GGTCAAAATGCGGTCATGG -3’

5-CCATTGGTACCTGTAGAAAC -3’
Pasmep nckomoro dparmenra — 290 m.H.

I1K, 34, 37 — IIO3UTHUBHBIE OBPA3IIbI
OK, 35, 38, 39 — HEI'ATHBHBIE OBPA3ILIbI

IIporpamma ITL{P:
95 °C 3 MUH
95 °C 30c
55 °C 30c
72 °C 30c
72 °C 2 MUH

4 °C XpaHEHUE

1 ki

35 nuKIOB

1 mxn




I'er VacAmlb

oK 19 21
VacA m1b- 291 b.p.

A — 291 bD

2423 18 20226 2 K

[Ipaiimepsl

5-GGCCCCAATGCAGTCATGGAT -3/
5-GCTGTTAGTGCCTAAAGAAGCAT -
3'Pasmep nckomoro dparmenta — 291 mw.H.

21, 26, IIK — ITO3UTUBHBIE OBPA3IIbI
OK, 18, 19, 20, 22, 23, 24 — HET'ATUBHBbIE ObPA3IIbI

[Iporpamma IILIP:
95 °C
95 °C
57°C
72 °C

72 °C
4°C

3 MUH

30c¢
30c¢
30c

2 MUH
XpaHEHUe

1 nuki

35 1UKIJIOB

1 muki




I'EH VacAm?2

516 437 413 510 448 475 482 480 4E7 Ll

352 bp

[Ipaiimepnl

5'- GGAGCCCCAGGAAAC ATTG-3'
5" CATAACTAGCGCCTTGCAC-3'

Pa3mep nckomoro ¢pparmenra — 352 1.H.

M — MAPKEP MOJIEKVJIAPHOI'O BECA
437,413, 460, 427, 514, 526 — [IO3UTHUBHBLIE OBPA3LIbI
538,470, 516, 510, 446, 476, 482 — HEI'ATUBHBIE ObPA3IIbI

[Iporpamma II1IP:
95 °C
95 °C
50 °C
72 °C

72 °C
4°C

3 MUH

30c¢
30c
30c

2 MUH
XpaHCHHE

1 K

35 1UKIJIOB

1 mmxn




I'er VacAsla

190 bp
7 2B 29 30 31 32 MK OK OK
[Ipaiimepbl
5 GTCAGCATCACACCGCAAC-3 M — MAPKEP MOJIEKVYJISIPHOI'O BECA
5'-ATGGAAATACAACAAACACAC- | 18, 21, 26, 30, [TK — IIO3UTUBHbBIE OBPA3LIbI
3 19, 20, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 31, 32, OK — HEI'’ATUBHBIE OBPA3IIbI

Pazmep uckomoro ¢gparmenta - 190 m.H.

IIporpamma ITL[P:
95°C 3 MUHYTBI 1 umkn
95°C 30 cexyHa 35 uuKiIoB
50°C 30 cexyHn
72°C 30 cexyHn
72°C 2 MUHYTBI 1 mukn

4°C XpaHeHue




I'er VacAslb

OK 2319 12 18 21 14 NK

187 bp

[Ipaiimepbl

Pa3mep uckomoro ¢pparmenta — 187 m.H.

5'GTCAGCATCACACCGCAAC-3/ 18, 19, IIK — ITO3UTHUBHBIE OBPA3ILIbI
5'-ATGGAAATACAACAAACACAC-3 | OK, 12, 14, 21, 23 — HETATHUBHBIE OBPA3I[bI

[Iporpamma I1LP:
95 °C 3 MuH 1 mukn
95 °C 30 ¢ 35 nuKI0B
50 °C 30 ¢
72 °C 30 ¢
72 °C 2 MUH 1 ok
4°C XpaHEHUE

| Ten VacAsle




s 213 bp

26 27 28 29 30

[Ipaitmepsbr
5 CTYGCTTTAGTRGGGYTA-3' 23, 28, 31, [IK — I[TO3UTUBHBIE OBPA3LbI

5'-ATGGAAATACAACAAACACAC-3' | 19,20, 21,22, 24, 25, 26, 29, 30 — HETATUBHBIE OBPA3LIbI
Pa3smep uckomoro ¢pparmenta — 213 m.H.

[Iporpamma ITLIP:
95 °C 3 MuH 1 muxn
95 °C 30c¢ 35 1UKIJIOB
50 °C 30c
72 °C 30c
72 °C 2 MUH 1 nuki

4°C XpaHEeHUe




I'en CagA

M 444 414

511 456 510 443 427 413 411 463 475 518 482 435 535 528 507

-

[Ipaiimepnl
5-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGGGA -3’

5_-CTGCAAAAGATTGTTTGGCAG A- 3’
Pa3mep nckomoro ¢pparmenra — 349 mn.H.

M — MAPKEP MOJIEKVJISIPHOI'O BECA

476, 528, 536 — IIO3UTHUBHBIE OBPA3LIbI

411,413,414, 427, 435, 443, 444, 456, 463, 482, 507, 511, 518 —
HEI'ATHBHBIE OBPA3IIbI

[Iporpamma I1LP:
95 °C 3 MUH
95 °C 30c
55°C 30c
72 °C 30c
72 °C 2 MUH

4 °C XpPaHCHUE

1 ki

35 1UKIJIOB

1 mmxn




I'en IceAl

el
! f4 4D

247 bp

76 77 78 79 &0 8

lcedl 247 b.p.

[Iparimepsnl

5-GTGTTTTTAACCAAAGTATC -3/
5-CTATAGCCASTYTCTTTGCA-3'
Pa3mep nuckomoro ¢pparmenra — 247 1.H.

73, 82, 85, IIK — IIO3UTHUBHBIE OBPA3IIbI
74-81, 83, 84, 86, 87, OK — HEI'ATHIBHBIE OBPA3IL[bI

IIporpamma ITL[P:

95 °C
95 °C
43 °C
72 °C
72 °C
4 °C

3 MUH

30c¢
30c¢
30c¢

2 MUH
XpaHECHUE

1 ko

35 OQuKIIOB

1 K




I'ex IceA2

334 bo

229 bo

e e e e T e = —_

OK 2627 268 29 30 31 32 33

[Ipaiimepbl
5 -GTTGGGTATATCACAATTTAT-3'
5" TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT -3/

Pa3mep nckomoro ¢pparmenra — 229-334 m.H.

M — MAPKEP MOJIEKVJISIPHOI'O BECA
19, 22, 24,2528, 31 — IIO3UTHUBHBIE ObPA3IIbI
20, 21, 23, OK, 26, 27, 29, 30, 32, 33 — HEI'ATHBHBbIE OBPA3ILIbI

[Iporpamma ITL[P:
95 °C 3 MuH
95 °C 30c
46 °C 30c
72 °C 30c
72 °C 2 MUH

4°C XpaHEeHue

1 mxn

35 nuKIOB

1 muxn




I'er BabA2
800 bp
QK19 20 21 22 23 24 25 25 [K
Bab AZ- 800 b.p.

[Ipaiimepbl
5_"AATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA — 21, IIK — IIO3BUTHUBHBIE OBPA3ILIbI
3’ 5" TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA -3/ OK, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26 — HE ATUBHBIE OBPA3LIbI
Pa3mep nckomoro ¢pparmenta — 800 1.H.
IIporpamma ITLIP:

95 °C 3 MuH 1 muki

95 °C 30c 35 nuKI0B

46 °C 30c

72 °C 30c

72 °C 2 MUH 1 muxn

4°C XpaHEHUe




Ten Jhp0917

529 437 414 504 516 442 417 460 456 498 537

307 bp

IIpaiimepsl

5 -TGGTTTCTACTGACAGAGCGC-3'

5'- AAC ACG CTG ACA GGA CAA TCT CCC-3'
Pa3mep uckomoro ¢pparmenta — 307 m.H.

M — MAPKEP MOJIEKVJIAPHOI'O BECA
427,476, 516, 528, 537 — IIO3UTHUBHBIE OBPA3LbI
412,414, 442, 456, 460, 465, 498, 504, 517, 526 —

HETATUBHBIE OBPA3IIbI
IIporpamma ITL{P:
95 °C 3 MUH 1 mukn
95 °C 30c 35 nuKIOB
46 °C 30 ¢
72 °C 30c
72 °C 2 MUH 1 mukn

4 °C XpaHEHUE




Ten Jhp0918

Ml 449 457 529 514 452 442 67

276 bp

7

[Ipaitmepsbl
5 - CCTATATCGCTAACGCGCGCTC -3/

5- AAGCTGAAGCGTTTGTAACG -3/
Pa3smep uckomoro ¢pparmenta — 276 1.H.

M — MAPKEP MOJIEKYJISIPHOI'O BECA
528 — IO3UTHBHBIN OBPA3EL]

67, 449, 442, 448, 452, 457, 514, 529 — HETATHBHBIE
OBPAB3IIbI

[Iporpamma ITLP:
95 °C 3 MUH
95 °C 30c
55°C 30c¢
72 °C 30c¢
72 °C 2 MUH

4°C XpaHEHUE

1 ko

35 HUKI0B

1 mKn




	В последнее десятилетие молекулярно-генетические методы находят все более широкое применение в клинической диагностике инфекционных и неинфекционных заболеваний, задачей которых является как можно более раннее выявление заболевания, а также мониторинг проводимой терапии. Особое значение эти методы приобретают в случае трудно культивируемых, медленно растущих, некультивируемых микроорганизмов, а также случаев заболеваний, связанных с генетическими нарушениями. Открытие инфекции Helicobacter pylori и подтверждение ее роли в развитии заболеваний желудочно-кишечного тракта послужило мощным толчком к дальнейшему исследованию этого микроорганизма. С 1994 г. Helicobacter pylori является безусловным и единственным из бактериальных патогенов канцерогеном по классификации Международного агентства по изучению рака. В 2005 г. европейская рабочая группа EHPSG — «Консенсус Маастрихт-3» приняла всесторонние и обобщающие подходы к анализу взаимоотношений между инфекцией Helicobacter pylori и такими заболеваниями, как функциональная диспепсия, гастроэзофагеальная рефлюксная болезнь, НПВП-гастропатия, а также современным подходам к диагностике инфекции и проведению эрадикационной терапии. Согласно полученным данным риск развития эрозий и язв желудка и двенадцатиперстной кишки у Helicobacter pylori-положительных больных выше, чем у Helicobacter pylori-отрицательных. Тяжесть клинического течения геликобактериоза во многом зависит от степени патогенности штаммов Helicobacter pylori. Это в свою очередь определяется наличием и особенностями цитотоксических генов. Для диагностики патологических состояний, связанных с Helicobacter pylоri, используется целый набор методов, включающий в себя быстрый уреазный тест, иммуноферментный анализ, морфологические и молекулярно-генетические методы, одним из вариантов которых является полимеразная цепная реакция (ПЦР). Открытая в середине 80-х гг., полимеразная цепная реакция способна увеличить количество копий исходной пробы ДНК в миллионы раз в течение нескольких часов. В основе метода ПЦР лежит принцип умножения исходной ДНК-матрицы в геометрической прогрессии в процессе прохождения температурных циклов. В настоящее время для проведения ПЦР разработан и доступен для широкого использования набор оборудования, выпускаемый различными производителями, основным из которого является так называемый термоциклер (амплификатор) или программируемый термостат, обеспечивающий температурный и временной контроль стадий полимеразной цепной реакции в ходе амплификации, или многократного копирования ДНК в условиях in vitro. ПЦР-диагностика обладает рядом преимуществ: 
	Оборудование для пробоподготовки
	Оборудование для амплификации
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В последнее десятилетие молекулярно-генетические методы находят все более широкое применение в клинической диагностике инфекционных и неинфекционных заболеваний, задачей которых является как можно более раннее выявление заболевания, а также мониторинг проводимой терапии. Особое значение эти методы приобретают в случае трудно культивируемых, медленно растущих, некультивируемых микроорганизмов, а также случаев заболеваний, связанных с генетическими нарушениями. Открытие инфекции Helicobacter pylori и подтверждение ее роли в развитии заболеваний желудочно-кишечного тракта послужило мощным толчком к дальнейшему исследованию этого микроорганизма. С 1994 г. Helicobacter pylori является безусловным и единственным из бактериальных патогенов канцерогеном по классификации Международного агентства по изучению рака. В 2005 г. европейская рабочая группа EHPSG — «Консенсус Маастрихт-3» приняла всесторонние и обобщающие подходы к анализу взаимоотношений между инфекцией Helicobacter pylori и такими заболеваниями, как функциональная диспепсия, гастроэзофагеальная рефлюксная болезнь, НПВП-гастропатия, а также современным подходам к диагностике инфекции и проведению эрадикационной терапии. Согласно полученным данным риск развития эрозий и язв желудка и двенадцатиперстной кишки у Helicobacter pylori-положительных больных выше, чем у Helicobacter pylori-отрицательных. Тяжесть клинического течения геликобактериоза во многом зависит от степени патогенности штаммов Helicobacter pylori. Это в свою очередь определяется наличием и особенностями цитотоксических генов. Для диагностики патологических состояний, связанных с Helicobacter pylоri, используется целый набор методов, включающий в себя быстрый уреазный тест, иммуноферментный анализ, морфологические и молекулярно-генетические методы, одним из вариантов которых является полимеразная цепная реакция (ПЦР). Открытая в середине 80-х гг., полимеразная цепная реакция способна увеличить количество копий исходной пробы ДНК в миллионы раз в течение нескольких часов. В основе метода ПЦР лежит принцип умножения исходной ДНК-матрицы в геометрической прогрессии в процессе прохождения температурных циклов. В настоящее время для проведения ПЦР разработан и доступен для широкого использования набор оборудования, выпускаемый различными производителями, основным из которого является так называемый термоциклер (амплификатор) или программируемый термостат, обеспечивающий температурный и временной контроль стадий полимеразной цепной реакции в ходе амплификации, или многократного копирования ДНК в условиях in vitro. ПЦР-диагностика обладает рядом преимуществ:

1. Высокой специфичностью, которая обусловлена подбором праймеров, комплементарных уникальной нуклеотидной последовательности тестируемых микроорганизмов, вирусов и т. д.

2. Адекватной чувствительностью, позволяющей диагностировать не только острые, но и латентные инфекции в клинически значимом титре (возможно выявление даже единичных бактерий или вирусов).

3. Универсальностью для выявления различных инфекционных агентов.

4. Возможностью идентификации возбудителя в течение 3–4 ч.

5. Важной отличительной особенностью ПЦР-диагностики является относительно низкая стоимость оборудования и тест-систем для проведения анализа, которые сочетаются с универсальностью метода.


ПЕРЕЧЕНЬ НЕОБХОДИМОГО ОБОРУДОВАНИЯ, РЕАКТИВОВ, ПРЕПАРАТОВ, ИЗДЕЛИЙ МЕДИЦИНСКОЙ ТЕХНИКИ

Лабораторное оборудование, применяемое в ПЦР-диагностике, должно позволять проводить все необходимые этапы работы с ДНК, начиная с ее выделения из биологического материала, дальнейшую амплификацию и детекцию продуктов амплификации методом электрофореза. 


Ниже в таблице приведен оптимальный вариант набора оборудования для организации ПЦР-лаборатории.


Таблица

Оптимальный набор оборудования для организации ПЦР-лаборатории

		Оборудование для пробоподготовки

		Количество



		Высокоскоростная микроцентрифуга с ротором для пробирок типа «Eppendorf» 1,5 мл до 10 000–12 000×g

		1



		Твердотельный термостат с функцией охлаждения до -10 °С

		1



		Микроцентрифуга-вортекс

		1



		Комплект пипеточных дозаторов (0,5–10 мкл, 5–50 мкл; 20–200 мкл; 100–1000 мкл)

		1



		Насос с колбой-ловушкой

		1



		ПЦР-бокс с УФ-рециркулятором воздуха

		1



		Холодильник от +2 до +8 °С с морозильной камерой не менее -16 °С

		1



		Центрифуга лабораторная медицинская

		1



		Спектрофотометр для определения количества и качества выделенной ДНК

		1



		Оборудование для амплификации

		Количество



		Амплификатор ДНК

		1



		ПЦР-бокс с УФ-рециркулятором воздуха

		1



		Микроцентрифуга-вортекс

		1



		Комплект пипеточных дозаторов (0,5–10 мкл; 5–50 мкл (2 шт.); 20–200 мкл; 100–1000 мкл) 

		1



		Твердотельный термостат с функцией охлаждения до -10 °С

		1



		Холодильник от +2 до +8 °С с температурой в морозильной камере не менее -16 °С

		1



		Оборудование для регистрации результатов амплификации

		Количество



		Источник питания с постоянным током

		1



		Камера для горизонтального электрофореза

		1



		Комплект пипеточных дозаторов (0,5–10 мкл; 5–50 мкл; 20–200 мкл; 100–1000 мкл)

		1



		УФ-трансиллюминатор

		1



		Видеосистема для регистрации гелей в комплекте с компьютером и принтером

		1



		Холодильник от +2 до +8 °С с температурой в морозильной камере не менее -16 °С

		1





Следует учесть, что при проведении исследований методом ПЦР необходимым является наличие расходных материалов, таких как резиновые перчатки, халаты, наконечники для пипеток с фильтром до 10, 20, 200, 1000 мкл, фильтровальная бумага, микроцентрифужные пробирки на 1,5 или 2 мл, ПЦР-пробирки, стеклянные пестики, штативы для пробирок, стеклянная химическая посуда и др. Желательно наличие основного набора реагентов для работы по оригинальным методикам и для приготовления собственных растворов, реакционных смесей и т.д. 

Агароза — компонент агарозного геля, ацетат аммония, CH3COONH4 — выделение ДНК, борная кислота, H3BO3 — компонент электрофоретического буфера, бромид этидия, C21H20N3Br — окраска ДНК, бромфеноловый синий — электрофоретический маркер, глицерин, C3H5(OH)3 — широкий спектр применения, термостабильная ДНК-полимераза — компонент ПЦР-смеси, изопропанол, C3H7OH — выделение ДНК, лаурилсульфат натрия, C12H25SNa — выделение ДНК, маркер молекулярной массы — электрофоретический маркер, dНТФ (ATФ, ГTФ, ЦTФ, TTФ) — компонент ПЦР-смеси, праймеры — компонент ПЦР-смеси, соляная кислота, HCl — широкий спектр применения, трис, C4H11NO3 — компонент большинства буферных растворов, уксусная кислота, CH3COOН — широкий спектр применения, хлорид калия, KCl — компонент ПЦР-смеси, хлорид магния, MgCl2 — компонент ПЦР смеси, хлорид натрия, NaCl — выделение ДНК, хлороформ CHCl3 — выделение ДНК, ЭДТА, C10H14N2Na2O8·2H2O — широкий спектр применения, этиловый спирт C2H5OH — осаждение ДНК.


ПОКАЗАНИЯ К ПРИМЕНЕНИЮ

Показаниями к определению генотипов и аллельных вариантов Helicobacter pylori являются: обследование больных с хроническими воспалительными заболеваниями желудка и двенадцатиперстной кишки. 


Методика ПЦР, предложенная в разработанной нами инструкции,  является наиболее совершенным лабораторным методом, позволяющим выявлять цитотоксические генотипы и аллельные варианты патогенных штаммов Helicobacter pylori, что является необходимым в прогнозе течения гастродуоденальной патологии. Она может быть применена в медицинских и научных учреждениях. 


ПРОТИВОПОКАЗАНИЯ ДЛЯ ПРИМЕНЕНИЯ

Отсутствуют.

ОПИСАНИЕ ТЕХНОЛОГИИ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ


СПОСОБА

Материалом для выделения ДНК Helicobacter pylori является  содержимое зубодесневых карманов, биоптаты слизистой оболочки желудка, кал, чистые культуры Helicobacter pylori.

Наиболее часто в ПЦР-лабораториях нашей республики выделение ДНК для выявления Helicobacter pylori проводят с помощью коммерческих наборов производства ЦНИИЭ МЗ РФ и НПФ «Литех» (Россия). Несомненно, использование данных наборов удобно в работе с небольшим количеством выделенной ДНК, при проведении 1–5 исследований. Для генотипирования Helicobacter pylori оптимально использовать методы, дающие возможность получения большого количества ДНК, которое позволит провести значительное количество исследований из одного образца. На наш взгляд, наиболее оптимальным методом выделения ДНК из биоптатов желудка является SDS метод, который позволяет получить достаточное количество высококачественных препаратов суммарной ДНК для проведения последующей реакции амплификации. Ниже приводим протокол по данному методу выделения ДНК из биоптатов желудка. 

Выделение суммарной ДНК из биоптатов SDS-методом

Экстракция. Образец, массой 5–10 мг, поместить в центрифужную пробирку типа «Eppendorf» объемом 1,5 мл, содержащую 400 мкл экстрагирующего буфера следующего состава: 200 мМ р-р трис; 250 мМ р-р хлорида натрия; 25 мМ p-p трилона Б; 0,5% лаурилсульфат натрия (рН буфера довести НCl до значения 8,1) и перемешать на вортексе. После этого пробирки поместить в твердотельный термостат и инкубировать в течение 30 мин при 65 °С.


Очистка гомогенатов. После экстракции в пробирку добавить 350 мкл охлажденного 5М кислого р-ра ацетата натрия (рН 5,0). Содержимое перемешать и инкубировать в твердотельном термостате (Т = 0 °С) в течение 20 мин. После инкубации гомогенаты центрифугировать при 12 000(g (Т = 4 °С) в течение 10 мин. По окончании центрифугирования пипеткой отобрать 650 мкл супернатанта, перенести в другую центрифужную пробирку типа «Eppendorf» объемом 1,5 мл и смешать с 650 мкл хлороформа и центрифугировать при 12 000(g (Т = 4 °С) в течение 10 мин.


Осаждение ДНК. По окончании центрифугирования пипеткой отобрать 600 мкл супернатанта, перенести в другую центрифужную пробирку типа «Eppendorf» объемом 1,5 мл и добавить 600 мкл изопропанола. Содержимое пробирки перемешать и инкубировать при температуре -10 °С в течение 15 мин. Далее произвести центрифугирование при 12 000(g (Т = 4 °С) в течение 15 мин.


Очистка препарата ДНК. Супернатант слить, а полученный осадок ДНК промыть 1000 мкл 65% этанола, охлажденного до температуры -10 °С. После промывания содержимое пробирки центрифугировать при 12 000(g (Т = 4 °С) в течение 10 мин. Процедуру промывки повторить 2–3 раза для удаления из осадка остатков трилона Б, ацетата натрия и изопропанола.


Лиофилизация препарата ДНК. После промывки этанолом  открыть крышки и просушить осадок ДНК в течение 30–40 мин (Т = 45 °С) до полного испарения этанола.


Растворение препарата ДНК. Высушенный осадок растворить в 30 мкл бидистиллированной и деионизированной воды при 40 °С в течение 30 мин. Растворенную ДНК хранить при 4 °С для последующего анализа. 


После выделения ДНК необходимо определить ее количество спектрофотометрическим методом. В настоящее время наиболее оптимальным фотометром для определения количества ДНК является безкюветный вариант спектрофотометра, позволяющий проводить определение концентрации ДНК в 1 мкл в течение 10 с.

Для проведения ПЦР оптимальное количество геномной ДНК, вносимого в реакционную смесь, должно составлять от 20 до 50 нг.

Далее проводится выявление ДНК Helicobacter pylori, для чего можно использовать, например, коммерческую ПЦР-тест-систему производства ЦНИИ эпидемиологии МЗ РФ «АмплиСенс-100-R» для амплификации участка ДНК длиной 520 пар нуклеотидов 16S-рибосомального гена Helicobacter pylori. После получения положительного результата проводится дальнейшее выявление аллельных вариантов и генотипов Helicobacter pylori. 


В разделах «амплификация» и «электрофорез» представлены теоретические основы формирования ПЦР-смесей, проведения ПЦР и интерпретации результатов.

Амплификация

При проведении амплификации основными компонентами реакционной (ПЦР) смеси являются: ПЦР-буфер (Трис-НСl, KCl, MgCl2),смесь нуклеотидтрифосфатов (ATФ, ГTФ, ЦTФ, TTФ), праймеры (олигонуклеотиды), термостабильная ДНК-полимераза, препарат анализируемой ДНК. Каждый из компонентов реакционной смеси непосредственно участвует в полимеразной цепной реакции, а концентрация реагентов напрямую влияет на ход амплификации.


Трис-НСl — определяет рН реакционной смеси, создает буферную емкость. Активность ДНК-полимеразы зависит от рН среды, поэтому значение водородного показателя напрямую влияет на ход полимеразной цепной реакции. Обычно значение рН находится в пределах 8–9,5. Высокое значение рН берется из-за того, что при повышении температуры рН Tрис-НСl буфера падает (температурный коэффициент ~ -0,031 ед. рН/°C) и при 72 °С составляет ~7,5.


КСl — определяет протекание процессов денатурации и отжига. Концентрация хлорида калия в ПЦР смеси свыше 50 мМ ингибирует ДНК-полимеразу. 


MgCl2 — поскольку ДНК-полимераза является Mg2+-зависимым ферментом, то концентрация ионов магния влияет на активность фермента (Mg2+ образует комплексы с НТФ — именно эти комплексы являются субстратом для полимеразы). Высокая концентрация приводит к увеличению неспецифической амплификации, а низкая ведет к ингибированию реакции, оптимум (для различных полимераз) находится в области 0,5–5 мМ. Кроме того, концентрация солей магния влияет на протекание процессов денатурации и отжига — повышение концентрации Mg2+ вызывает повышение температуры плавления ДНК (т. е. температуры, при которой 50% двухцепочечных нитей ДНК разъединяются на одноцепочечные). 


НТФ — нуклеотидтрифосфаты являются непосредственными мономерами нуклеиновых кислот. Для предотвращения цепной терминации рекомендуется равноколичественное соотношение всех четырех нуклеотидтрифосфатов. Низкая концентрация данных компонентов реакционной смеси (10–20 мМ) увеличивает вероятность ошибки при построении комплементарной цепи ДНК. Диапазон используемых концентраций — 50–500 µM.


Праймеры — олигонуклеотиды, являющиеся затравкой для начала синтеза полинуклеотидной цепи. 


Используемый диапазон концентраций: 0,1–0,6 µM. Оптимальная концентрация праймеров подбирается эмпирически. Иногда при длительном хранении при 4 °С или после большого количества замораживаний-оттаиваний праймеры образуют вторичные структуры — димеры, снижающие эффективность протекания ПЦР. Устранение данной проблемы сводится к инкубации на водяной бане (T = 95 °C) в течение 3 мин с последующим резким охлаждением до 0 °С. Наиболее оптимальным является использование праймеров с разницей температур плавления (Тm) не более 2–4 °С. Область отжига праймеров должна находиться вне зон мутаций, делеций или инсерций в пределах видовой или иной, взятой в качестве критерия при выборе праймеров, специфичности. При попадании на такую зону отжига праймеров происходить не будет, и как следствие — ложноотрицательный результат.

Термостабильная ДНК-полимераза — термостабильный фермент; при использовании малого количества ДНК-полимеразы наблюдается уменьшение синтеза конечного продукта, прямо пропорциональное размеру фрагментов. Избыток полимеразы в 2–4 раза приводит к появлению диффузных спектров, а в 4–16 раз — низкомолекулярных неспецифичных спектров. Диапазон используемых концентраций — 0,5–1,5 единиц активности в пересчете на 25 мкл ПЦР смеси. Примесь в рекомбинантных полимеразах ДНК бактерий вызывает появление неспецифичных ампликонов. Точность синтеза зависит от концентрации Mg2+, НТФ, pH. В среднем частота ошибок, например, у Taq-полимеразы, чуть ниже, чем 1 замена на 100–300 п.н. 


Препараты ДНК — количество и качество препарата ДНК (матрицы) непосредственно влияет на ход и параметры полимеразной цепной реакции. Избыточное количество образца ДНК ингибирует ПЦР. Диапазон используемых концентраций: геномная ДНК — 10–500 нг, бактерий — 1–10 нг, плазмидная ДНК — 0,2–5 нг. 

Спектрофотометрический анализ позволяет измерить концентрацию ДНК и оценить чистоту полученных препаратов. Однако он не позволяет выявить степень деградации молекул в препарате. Для проведения такого анализа используют электрофоретический анализ полученных препаратов ДНК.


Поскольку концентрация и чистота препарата ДНК являются важными факторами, влияющими на ход дальнейшего анализа, необходимо установление значений этих показателей с помощью спектрофотометра. Для определения количества ДНК измеряют поглощение раствора в областях с длинами волн 260 и 280 нм. Измерение при 260 нм позволяет рассчитать концентрацию нуклеиновой кислоты в пробе. Оптическая плотность OD = 1 А соответствует приблизительно 50 мкг/мл двухцепо​чечной ДНК. Соотношение экстинций 260 нм/280 нм позволяет судить о чистоте нук​леиновой кислоты. Чистые препараты ДНК имеют соотношение не менее 1,67. Если препарат содержит примесь белка, то OD260/OD280 меньше указанного выше значения, и необходимо провести дополнительную очистку препарата. Кроме того, проводят дополнительное измерение препаратов при 320 нм. В чистых препаратах значение OD320 должно стремиться к нулю.


Примеси различных веществ, находящихся в препарате ДНК, могут также уменьшать эффективность протекания ПЦР: ацетат натрия, хлорид натрия, Трилон Б, изопропанол, этанол, гепарин, фенол, мочевина, гемоглобин и др. 


Кроме основных компонентов ПЦР смеси, используют ряд дополнительных веществ, улучшающих качественные и количественные показатели ПЦР: ацетамид (5%) — увеличение растворимости основных компонентов; бетаин (натриевая соль) (0,8–1,6 М) — стабилизация ДНК-полимеразы, понижение температуры плавления ДНК, выравнивание температуры плавления AT- и GC-насыщенных регионов; альбумин бычий (10–100 мкг/мл) — стабилизация ДНК-полимеразы; диметилсульфоксид (1–10%) — повышение растворимости основных компонентов; формамид (2–10%) — увеличение специфичности отжига в GC-насыщенных регионах; глицерин (15–20%) — увеличение термостабильности фермента, понижение температуры денатурации образца ДНК; сульфат аммония (15–30 мМ) — снижение температуры денатурации и отжига.


В результате проведенных нами исследований по генотипированию Helicobacter pylori был подобран состав реакционной стандартной ПЦР- смеси на 1 анализ, состоящий из следующих компонентов: 


10-кратный ПЦР-буфер (100 мМ Трис-HCl (рН 8,8 при 25 °С), 500 мМ KCl; 25 мМ MgCl2, 0,1% Твин 20) — 2,5 мкл

Смесь нуклеотидов дНТФ 10 мМ — 0,5 мкл 


Праймер прямой 10 мкМ — 1 мкл

Праймер обратный 10 мкМ — 1 мкл

Вода деионизированная – 18,8 мкл

Taq-полимераза (5 ед./мкл) — 0,2 мкл


Образец ДНК (20-40 нг) — 1 мкл

Алгоритм программы ПЦР следующий:

1 этап (1 цикл) 

Первичная длительная денатурация препарата ДНК

2 этап (30–35 циклов)

Быстрая денатурация препарата ДНК

Отжиг праймеров

Элонгация

3 этап (1 цикл) Длительная элонгация. Охлаждение реакционной смеси

Каждый элемент этапа — денатурация, отжиг, элонгация — имеет индивидуальные температурные и временные характеристики. Параметры температуры и времени протекания этапов для каждого из генов представлены в приложении.


Денатурация. В ходе данного элемента полимеразной цепной реакции происходит расщепление двухцепочечной молекулы ДНК на две одноцепочечные. Температурные параметры денатурации находятся в области 90–95 °С, но в случае ДНК-образца с большим содержанием гуанина и цитозина, температура должна быть увеличена до 98 °С. Температура денатурации должна быть достаточной для полной денатурации — расщепления нитей ДНК и избежания «внезапного охлаждения» или быстрого отжига, однако, термостабильная ДНК-полимераза менее устойчива при высоких температурах. Таким образом, подбор оптимальных температурных параметров денатурации для соотношения праймер/образец (препарат ДНК) является важным условием при проведении амплификации. Если температура денатурации на первом этапе выше 95 °С, ряд авторов рекомендует добавлять ДНК-полимеразу в реакционную смесь после первичной денатурации. Время данного элемента этапа в ходе ПЦР должно быть достаточным для полной денатурации ДНК, но в то же время не оказывать существенного влияния при данной температуре на стабильность ДНК-полимеразы.

Отжиг. Температура отжига (Та) — один из важнейших параметров полимеразной цепной реакции. Температура отжига для каждого конкретного праймера подбирается индивидуально (Rychlik et al., 1990). Она зависит от длины и нуклеотидного состава праймера. Обычно она ниже на 2–4 °C значения Тm (температуры плавления) праймера. Если температура отжига системы ниже оптимальной, то число неспецифичных амплифицированных фрагментов возрастает и, наоборот, более высокая температура уменьшает количество амплифицированных продуктов. При этом концентрация специфичных ампликонов может резко снижаться вплоть до ингибирования ПЦР. Увеличение времени отжига также приводит к увеличению количества неспецифических  ампликонов.


Элонгация. Обычно каждый вид термостабильной ДНК-полимеразы имеет индивидуальный температурный оптимум активности. Скорость синтеза ферментом комплементарной нити ДНК также является величиной специфичной для каждой полимеразы (в среднем она составляет 30–60 нуклеотидов в 1 с, или 1–2 тыс. оснований в 1 мин), поэтому время элонгации подбирается в зависимости от типа ДНК-полимеразы и длины амплифицируемого региона.


Структура подобранных нами праймеров и программ амплификации для определения генотипов и аллельных вариантов Helicobacter pylori даны в приложении. Время амплификации составляет не более 2-х ч.


Электрофорез


Разделение нуклеиновых кислот основано на том, что смесь их макромолекул в определенных средах под действием электрического поля делится на ряд фракций в зависимости от размера фрагмента и конформационной структуры (кольцевая форма, линейная и др.). С помощью этой простой техники можно быстро разделить такие смеси фрагментов ДНК, которые не могут быть разделены другими способами, например, центрифугированием в градиенте плотности. Следует отметить, что наиболее распространенным методом является гель-электрофорез, т. е. фракционирование в специальных гелевых пластинах или блоках. В качестве поддерживающих носителей наиболее часто применяют агарозу и полиакриламид. 

Электрофоретическое разделение проводят в вертикальных или горизонтальных электрофоретических камерах. Для агарозных гелей чаще применяются горизонтальные камеры.


Для приготовления агарозного геля агарозу растворяют в электрофоретическом буфере (обычно Трис-ЭДТА-боратный или Трис-ЭДТА-ацетатный) путем нагревания смеси. Затем горячий раствор заливают в специальную кювету. После полимеризации гель помещается в камеру. С помощью пластмассовых гребенок в геле выдавливают лунки. Далее отсеки камеры наполняют электрофоретическим буфером, так чтобы слой буфера над гелем составил 5–7 мл. В лунки геля с помощью пипетки вводят образцы, смешанные с буфером для загрузки, камеру плотно закрывают, подсоединяют электроды и подключают к универсальному источнику питания. Напряжение, сила тока и время электрофореза подбирают эмпирически.


После электрофоретического фракционирования гель кладут в кювету, где и производят окрашивание. Для флюоресцирующего окрашивания используют раствор этидиумбромида (после окраски гель просматривают под ультрафиолетовым светом).


Минимальное количество ДНК, которое можно обнаружить при фотографировании геля, окрашенного бромистым этидием, составляет 2 нг при ширине полосы 0,5 см. Максимальное количество ДНК, которое можно внести в лунку, зависит от числа фрагментов в пробе и их размеров. Если лунка будет переполнена (в полосе указанной ширины будет содержаться более 200 нг ДНК), то полоса окажется расплывчатой, и будет иметь шлейф. Этот дефект особенно выражен при разделении крупных фрагментов. При анализе простого набора молекул ДНК вносят 0,2–0,5 мкг ДНК.


Для визуализации полученных результатов применяют любую стандартную видеосистему (трансиллюминатор с видеосистемой), для переноса изображения на компьютер используется различное программное обеспечение, позволяющее фиксировать полученные фотографические изображения гелей, например, можно использовать программу Vitran Photo, Image Master Elite, Quantity One или аналогичные.


ПЕРЕЧЕНЬ ВОЗМОЖНЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ ИЛИ ОШИБОК ПРИ ПРИМЕНЕНИИ И ПУТИ ИХ УСТРАНЕНИЯ

Проведение ПЦР требует строгого соблюдения правил в организации работы ПЦР-лаборатории на всех этапов анализа. Отсутствие достаточного опыта использования амплификационных технологий и стереотипы мышления персонала, ранее работавшего в биохимических или бактериологических лабораториях, могут приводить к ошибкам, результатом которых может стать неверное — ложноотрицательное или ложноположительное заключение. С точки зрения получения ложноотрицательного или ложноположительного результата особенно опасны ошибки, контроль которых невозможно осуществить во время ПЦР-анализа. Это, прежде всего, ошибки, связанные с нарушением правил забора, хранения и транспортировки проб. Поскольку эти процедуры осуществляются  вне ПЦР-лаборатории, большое внимание следует уделять обучению медицинского персонала, выполняющего забор проб, так как именно от него во многом зависит качество ПЦР-анализов. Сотрудники ПЦР-лаборатории должны неукоснительно соблюдать санитарные правила в отношении безопасности работы с микроорганизмами 3-4 групп патогенности. Случаи тотальной контаминации выявляются без труда по появлению линии «положительной» ДНК во всех пробах, включая отрицательный контроль. Реагенты, загрязненные «положительной» ДНК, подлежат ликвидации. Повторная реакция ставится с новыми реагентами. Гораздо более сложно выявить случаи контаминации в отдельных пробах. Это можно сделать при выделении ДНК и постановке реакции в 2 или 3-х параллелях, а также при использовании в каждой постановке отрицательного контроля, проводимого через все стадии пробоподготовки. Эпизодические случаи появления линии «положительной» ДНК в отрицательном контроле свидетельствуют о возможности контаминации и в пробах. 


Приложение

ПЦР анализ генов Helicobacter Pylori

		Ген VacAs (s1 and s2)



		[image: image1.png]oK 24 15 2119 9 % 3 20 M
VacAstand 52
VacAs1-259 b p. npobu Ne 21192320
VacA s2- 286b p.npoba Ne 26








		Праймеры

5/-ATGGAAATACAACAAACACAC-3/


5/-CTGСTTGAATGCGCCAAAC -3/

Размер искомого фрагмента для — VacAs1 259 п.н.


Размер искомого фрагмента для — VacAs2 — 286 п.н.

		19, 21, 24, 26 — Позитивные по VacAs1 образцы


20, 23 — Позитивные по VacAs2 образцы 


15, ОК — негативные образцы



		Программа ПЦР:


95 °С


3 мин


1 цикл


95 °С


55 °С


72 °С
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35 циклов
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		Ген VacAm1a
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		Праймеры

5/-GGTCAAAATGCGGTCATGG -3/


5/-CCATTGGTAССTGTAGAAAC -3/


Размер искомого фрагмента — 290 п.н.

		ПК, 34, 37 — Позитивные образцы


ОК, 35, 38, 39 — негативные образцы





		Программа ПЦР:
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		Ген VacAm1b
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		Праймеры

5/-GGCCCCAATGCAGTCATGGAT -3/


5/-GCTGTTAGTGCCTAAAGAAGCAT -3/Размер искомого фрагмента — 291 п.н.

		21, 26, ПК — Позитивные образцы


ОК, 18, 19, 20, 22, 23, 24 — негативные образцы






		Программа ПЦР:


95 °С


3 мин


1 цикл


95 °С

57 °С
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4 °С
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		ген VacAm2
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		Праймеры


5/- GGAGCCCCAGGAAAC ATTG-3/

5/- CATAACTAGCGCCTTGCAC-3/

Размер искомого фрагмента — 352 п.н.




		М — маркЕр молекулярного веса


437, 413, 460, 427, 514, 526 — Позитивные образцы


538,470, 516, 510, 446, 476, 482 — негативные образцы
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1 цикл


95 °С


50 °С


72 °С


30 с


30 с


30 с


35 циклов


72 °С


2 мин


1 цикл


4 °С


хранение








		Ген VacAs1a
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		Праймеры


5 GTCAGCATCACACCGCAAC-3


5/ -ATGGAAATACAACAAACACAC-3/


Размер искомого фрагмента - 190 п.н.




		М — маркЕр молекулярного веса


18, 21, 26, 30, ПК — Позитивные образцы


19, 20, 22, 23, 24, 25, 27, 28, 29, 31, 32, ОК — негативные образцы






		Программа ПЦР:
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		Ген VacAs1b
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		Праймеры


5/ GTCAGCATCACACCGCAAC-3/

5/ -ATGGAAATACAACAAACACAC-3/


Размер искомого фрагмента — 187 п.н.



		18, 19, пк — Позитивные образцы


ОК, 12, 14, 21, 23 — негативные образцы
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		Ген VacAs1c
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		Праймеры


5/ CTYGCTTTAGTRGGGYTA-3/


5/ -ATGGAAATACAACAAACACAC-3/

Размер искомого фрагмента — 213 п.н.

		23, 28, 31, пк — Позитивные образцы


19, 20, 21,22, 24, 25, 26, 29, 30 — негативные образцы






		Программа ПЦР:


95 °С


3 мин


1 цикл
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50 °С

72 °С
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		Ген CagA
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		Праймеры


5/-GATAACAGGCAAGCTTTTGAGGGA -3/


5/-CTGCAAAAGATTGTTTGGCAG A- 3/

Размер искомого фрагмента — 349 п.н.




		М — маркЕр молекулярного веса


476, 528, 536 — Позитивные образцы


411, 413,414, 427, 435, 443, 444, 456, 463, 482, 507, 511, 518 — негативные образцы





		Программа ПЦР:


95 °С


3 мин 


1 цикл
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55 °С
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		Ген IceA1
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		Праймеры


5/-GTGTTTTTAACCAAAGTATС -3/


5/-CTATAGCCASTYTCTTTGCA-3/

Размер искомого фрагмента — 247 п.н.




		73, 82, 85, пк — Позитивные образцы


74–81, 83, 84, 86, 87, ОК — негативные образцы






		Программа ПЦР:


95 °С


3 мин


1 цикл


95 °С

43 °С

72 °С
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		Ген IceA2
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		Праймеры


5/-GTTGGGTATATCACAATTTAT-3/

5/-TTRCCCTATTTTCTAGTAGGT -3/

Размер искомого фрагмента — 229–334 п.н.




		М — маркЕр молекулярного веса


19, 22, 24, 2528, 31 — Позитивные образцы


20, 21, 23, ок, 26, 27, 29, 30, 32, 33 — негативные образцы
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		Ген BabA2
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		Праймеры


5/-AATCCAAAAAGGAGAAAAAGTATGAAA – 3/ 5/-TGTTAGTGATTTCGGTGTAGGACA -3/

Размер искомого фрагмента — 800 п.н.

		21, пк — Позитивные образцы


ок, 19, 20, 22, 23, 24, 25, 26 — негативные образцы






		Программа ПЦР:
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		Ген Jhp0917
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		Праймеры


5/ -TGGTTTCTACTGACAGAGCGC-3/

5/- AAC ACG CTG ACA GGA CAA TCT CCC-3/

Размер искомого фрагмента — 307 п.н.




		М — маркЕр молекулярного веса


427, 476, 516, 528, 537 — Позитивные образцы


412, 414, 442, 456, 460, 465, 498, 504, 517, 526 — негативные образцы
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		Ген Jhp0918
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		Праймеры


5/ - CCTATATCGCTAACGCGCGCTC -3/

5/- AAGCTGAAGCGTTTGTAACG -3/

Размер искомого фрагмента — 276 п.н.

		М — маркЕр молекулярного веса


528 — Позитивный образец


67, 449, 442, 448, 452, 457, 514, 529 — негативные образцы



		Программа ПЦР:
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