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ОПЫТ ИСПОЛЬЗОВАНИЯ Rep- И RAPD-ПОЛИМЕРАЗНОЙ ЦЕПНОЙ РЕАКЦИИ ДЛЯ 
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В работе представлена сравнительная оценка диагностической значимости методов Rep- и RAPD-полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) при генотипировании клинических изолятов Pseudomonas aeruginosa. Штаммы выделены из стационаров 
различных лечебно-профилактических учреждений (ЛПУ) взрослой (8 ЛПУ; n = 145) и педиатрической (5 ЛПУ; n = 151) 
сети. Результаты исследования показали различную разграничивающую способность трех реакций: индекс дискримина-
ции Симпсона составил 0,993, 0,875 и 0,639 для RAPD-, ERIC- и ВОХ-ПЦР соответственно. RAPD-ПЦР позволяет вы-
являть индивидуальные особенности штаммов. Из двух вариантов Rep-ПЦР показано преимущество ERIC-ПЦР, причем 
только с одним праймером ERIC2. BOX-ПЦР имеет наименьшую дискриминирующую способность при типировании изо-
лятов P. aeruginosa, устанавливая только видовые особенности. Клинические штаммы P. aeruginosa распределились на 
24 геномогруппы, 52 изолята имели индивидуальные генотипы. Оценивая результаты генотипирования, можно говорить 
о сходстве тенденций распространенности штаммов P. aeruginosa среди госпитализированных взрослых и подростков 
и своеобразии выявления в неонатальной клинике. Очевидно, что стационары разного профиля, включая отделения реа-
нимации и интенсивной терапии, представляют специфическую экологическую среду, существенно различающуюся по 
уровню эндо- и экзогенного инфицирования.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  P. aeruginosa; Rep-ПЦР; RAPD-ПЦР; индекс дискриминации Симпсона.
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The article presents comparative evaluation of diagnostic value of technique REP- и RAPD-polymerase chain reaction applied 
under genetic typing of clinical isolates of Pseudomonas Aeruginosa. The strains are isolated in different hospital departments of 
medical institutions in adult (8 medical institutions; n=145) and children (5 medical institutions; n=151) medical networks. The 
results of study demonstrated different boundary capacity of three reactions. The Simpson discrimination index made up to 0.993, 
0.875 and 0.639 for RAPD-, ERIC- and BOX-polymerase chain reaction correspondingly. The RAPD-polymerase chain reaction 
makes it possible to detect individual characteristics of strains. Out of two alternatives the REP-polymerase chain reaction demon-
strated its advantage, besides only with one primer ERIC2. The BOX-polymerase chain reaction has a least discriminating capac-
ity under typing of isolates P. aeruginosa, detecting only species' characteristics. The clinical strains P. aeruginosa are distributed 
on 24 genome groups and 52 isolates had individual genotypes. The evaluation of results of genetic typing permitted to point out 
both similarity of tendencies in propagation of strains of P. aeruginosa among hospitalized adults and adolescents and specificity 
of detection in neonatal clinics. It is obvious that hospitals of different profiles, including departments of reanimation and intensive 
therapy represent specific ecological environment significantly different in its level of endogenous and exogenous infection.

K e y w o r d s :  P. aeruginosa; Rep-polymerase chain reaction; RAPD-polymerase chain reaction; Simpson discrimination index.

Микробиологический мониторинг в системе эпидемиоло-
гического надзора за инфекциями, связанными с оказанием 
медицинской помощи (ИСМП), призван повысить уровень 
их эпидемиологической диагностики; при этом основопола-
гающее значение придается установлению родства циркули-
рующих в лечебно-профилактических учреждениях (ЛПУ) 
штаммов, т. е. их внутривидовому типированию [4, 5]. Это 
особенно важно, если изолированные бактерии являются 
компонентом нормальной микрофлоры человека или часто 
обнаруживаются в окружающей среде.

Инфекции, обусловленные Pseudomonas aeruginosa, возни-
кают чаще всего у госпитализированных больных, и ее доля в 
структуре нозокомиальных возбудителей составляет 9—20% [2]. 
Возможности фенотипических методов — серо-, фаго- и пио- 
цинотипирования — ограничены не только вследствие узкого 
набора стандартных сывороток, пиоцинов и диагностических 
бактериофагов, но и в связи со способностью микроорганизмов 
изменять экспрессию соответствующих генов, что может проис-
ходить спонтанно или в ответ на влияние различных факторов 
окружающей среды [4]. Возможны изменения в О-серотипах у 
лизогенных культур in vitro и in vivo [11]. До 70% изолятов мо-
гут быть нетипируемыми, что связано с особенностью строения 
липополисахаридного слоя у P. aeruginosa [1].

Молекулярные технологии, различающиеся по уровню 
и сложности исследования структуры ДНК, давно и широ-
ко используются для типирования клинических и природ-
ных штаммов P. aeruginosa. Основные методы включают: 
гель-электрофорез в пульсирующем поле [19], Саузерн-
блот-типирование с использованием ген-специфических 
зондов (ПДРФ-Саузерн-блоттинг) [15], риботипирование 
— вариант Саузерн-блот-анализа, в котором в качестве зон-
да используются последовательности генов 16S и 23S рРНК 
[17], мультилокусный анализ числа тандемных повторов 
(MLVA-типирование) [14], мультилокусное секвенирование-
типирование (MLST-типирование) [6], а также ряд методов 
полимеразной цепной реакции (ПЦР), основанных на ампли-
фикации повторяющихся последовательностей (RAPD-ПЦР, 
Rep-ПЦР). При RAPD-ПЦР (Random Amplified Polymorphic 
DNA) используются короткие произвольные праймеры, ко-
торые гибридизуются с ДНК-мишенью при низкой темпера-
туре отжига, для стандартизации процедуры чаще всего ис-
пользуют консенсусный праймер М13 [9]. Rep-ПЦР позволяет 
амплифицировать 2 основные группы элементов: повторяю-
щиеся экстрагенные палиндромные элементы (REP) и повто-
ряющиеся внутригенные последовательности, впервые опи-
санные у представителей семейства Enterobacteriacea (ERIC) 
[20]. Еще одной межгенной последовательностью являются 
BOX-элементы, которые могут формировать структуры типа 
стебель—петля благодаря их двойной симметрии [13].

Целью настоящего исследования является сравнитель-
ная оценка диагностической значимости методов Rep- и 
RAPD-ПЦР при генотипировании клинических изолятов 
P.  aeruginosa.

Материалы и методы. В работе использовали клиниче-
ские изоляты P. aeruginosa, выделенные в 2008—2012 гг. из 
стационаров различных ЛПУ взрослой (8 ЛПУ; n = 145) и 
педиатрической (5 ЛПУ; n = 151) сети, включая акушерский 
стационар и неонатальные отделения детской клиники (3 
ЛПУ; n = 129).

Бактериальную ДНК выделяли по методике, описанной 
G.G. Stone и соавт. [16]: отдельную колонию каждого штам-
ма ресуспендировали в 0,5 мл сверхчистой воды в пробирках 
типа Эппендорф, инкубировали в твердотельном термостате 
«Термит» (Россия) в течение 10 мин при 98oC, охлаждали и 
центрифугировали в течение 5 мин при 13 000 об/мин. Надо-
садочную жидкость использовали для генетических исследо-
ваний немедленно или после хранения при -18oC [16]. Генети-
ческое типирование штаммов осуществляли на термоциклере 
DNA Engine Dyad Thermal Cycler («Bio-Rad», США) посред-
ством ПЦР с праймерами М13 5’-GAGGGTGGCGGTTCT 
(RAPD-ПЦР), ERIC1 5’-CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA, 
ERIC2 5’-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG и BOXА1R 5’-
CTACGGCAAGGCGACGCTGACG (Rep-ПЦР). Праймеры 
синтезированы ООО «Синтол» (Москва). Режим амплифика-
ции для RAPD-ПЦР включал начальный цикл денатурации  — 
1 мин при 94oC; 35 циклов по схеме: денатурация 94oC  — 
20 с, отжиг 45oC — 60 с, синтез 72oC — 60 с, завершаю– 
щий цикл — 5 мин при 72oC; для Rep-ПЦР начальный 
цикл денатурации — 5 мин при 94oC; 35 циклов по схеме: 
денатурация 94oC — 1 мин, отжиг 48oC — 2 мин, синтез 
72oC  — 2  мин, завершающий цикл — 5 мин. При подборе 
оптимальной температуры отжига для всех типов прайме-
ров температурный градиент составил 45—60oC, шаг — 1oC. 
Электрофоретическое разделение продуктов реакции прово-
дили в 1,2% агарозном геле при напряженности электриче-
ского поля 6 В/см и комнатной температуре. Визуализацию 
полос и документирование данных осуществляли с помощью 
системы гель-документации Gel-Doc XR («Bio-Rad», США). 
Дендрограммы филогенетического родства штаммов постро-
ены с применением компьютерного обеспечения Quantity 
One (версия 4.6.1, «Bio-Rad Laboratories», США).

Для численной оценки дискриминирующей способности 
методов типирования использовали индекс разнообразия 
Симпсона D согласно P. Hunter и M. Gaston [10]:
	      1          	s

D = 1 -  ––––––––– Σ nj(nj - 1),
	       N(N - 1)   j = 1

где N — количество штаммов (выборка); s — количество 
геномогрупп, nj — количество штаммов, отнесенных к j-й ге-
номогруппе (0). Индекс Симпсона (коэффициент дискримина-
ции) основан на вероятности того, что 2 неродственных штам-
ма из выборки будут относиться к разным геномогруппам.

Результаты и обсуждение. На первом этапе исследова-
ния с целью отработки режимов реакции были использованы 
референтный штамм P. aeruginosa АТСС®27853 и клиниче-



КЛИНИЧЕСКАЯ  ЛАБОРАТОРНАЯ  ДИАГНОСТИКА, № 3, 2015

46

ский изолят P. aeruginosa 100д, что связано с отсутствием 
общепринятых стандартных режимов амплификации при 
использовании указанных праймеров. Протокол амплифика-
ции одной из фирм–производителей праймера М13 опреде-
ляет температуру отжига в реакции 50oC, тогда как авторы, 
предложившие эти праймеры, — 40oC (0). При использова-
нии ERIC-последовательностей для типирования штаммов 
P.  aeruginosa также существуют различные варианты. По 
данным K. Wolska и P. Szweda [22], необходимо применять 
2 праймера, а температура отжига в реакции — 53oC. K. Lim 
и соавт. [12] использовали только один праймер ERIC2 и 
выявили, что в указанной реакции разделение штаммов бо-
лее четкое, чем при Rep-ПЦР и ПЭ. Хорошую дискримини-
рующую способность при типировании клинических и при-
родных изолятов P. aeruginosa с ERIC2-праймером показали 
H. F eltman и соавт. [8], но при более низкой температуре от-
жига — 45oC.

По результатам исследования диапазон оптимальной 
температуры отжига для праймера М13 составил 42—49oC 
(рис.  1), ERIC2 — 48—57oC и BOXА1 — 45—50oC.

Использование праймеров ERIC2 или ERIC1/
ERIC2 в параллельных ПЦР для типирования 
клинических изолятов P. aeruginosa показало, 
что ERIC-профили существенно различались 
(рис. 2). Сопоставимое и даже большее коли-
чество амплифицированных фрагментов ДНК в 
первом случае указывает на целесообразность 
применения праймера ERIC2 в качестве един-
ственной затравки для полимеразы при опреде-
лении родства изолятов P. aeruginosa.

Следующий этап исследования заключал-
ся в оценке информативности методов ПЦР 
при генотипировании штаммов P. aeruginosa. 
В анализ взято 17 эпидемически не связанных 
клинических изолятов. Наибольшее количество 
амплифицированных фрагментов у всей группы 
получено в RAPD-ПЦР: на электрофореграм-
мах выявлен 21 фрагмент разной длины. В то 
же время максимальное и среднее число фраг-
ментов для одного штамма сопоставимо при ис-

пользовании праймеров М13 и ERIC2 (см. таблицу).
ДНК-профили после BOX-амплификации оказа-

лись наименее разнообразными (рис. 3).
Общепризнано, что сравнительный анализ дан-

ных RAPD-ПЦР, полученных в разных лабораториях, 
затруднителен из-за чувствительности метода к из-
менениям условий реакции, тем не менее он позво-
ляет выявлять индивидуальные особенности каждого 
отдельно взятого штамма. BOX-ПЦР, по-видимому, 
имеет наименьшую дискриминирующую способ-
ность при типировании изолятов P. aeruginosa, уста-
навливая только видовые особенности. Это предпо-
ложение подтверждено при вычислении коэффициен-
та дискриминации, который составил 0,993, 0,875 и 
0,639 для RAPD-ПЦР, ERIC-ПЦР и ВОХ-ПЦР соот-
ветственно.

Полученные результаты дополняют накопленный 
опыт подобных исследований и показывают неравно-
значную информативность использованных методик. 
Первоначально примененный для дифференциации 
Streptococcus pneumoniae метод BOX-ПЦР (похожие 
BOX-элементы, в частности boxA, найдены в геноме 
и других видов) стали использовать для типирования 
штаммов рода Pseudomonas, включая P. aeruginosa. 
В отличие от исследований S.L. Dawson и соавт. [7], 
которые показали значительную гомологию изоля-
тов P. aeruginosa при использовании этого метода, K. 

Wolska и соавт. [21], наоборот, дифференцировали разноо-
бразные паттерны штаммов, изолированных от пациентов 
с гнойно-септическими инфекциями. При использовании 
метода ERIC-ПЦР для типирования изолятов P. aeruginosa 
K. Wolska и P. Jzweda [22] получили 11 главных клональ-
ных групп и 25 уникальных генотипов. M.W. Syrmis и соавт. 
[18] показали, что методы с использованием повторяющихся 
ERIC- и BOX-элементов в ПЦР для типирования штаммов P. 
aeruginosa, изолированных от пациентов с муковисцидозом, 
имеют одинаковую разграничивающую силу и сопоставимы 
с ПЭ. По нашим данным, применение BOX-ПЦР в опреде-
лении родства P. aeruginosa оказалось не столь эффектив-
ным — в среднем 4 полосы на паттерн. Показана различная 
дискриминирующая способность двух вариантов Rep-ПЦР с 
преимуществом использования ERIC-ПЦР, причем только с 
одним праймером ERIC2.

Hесмотря на относительно невысокую чувствительность 
рассмотренных методов (среднее число амплифицирован-
ных фрагментов не превышало 5, тогда как в ПЭ — 12—15) 
и воспроизводимость RAPD-ПЦР (заложена в самом мето-

Рис. 1. Электрофореграммы продуктов амплификации с праймером 
М13 штаммов P. aeruginosa при разной температуре отжига.
М — маркер молекулярных масс 100 bp + 1,5 Kb + 2,0 Kb; 40—56 — температура 
отжига (oC).

Рис. 2. Электрофореграммы продуктов амплификации с праймерами ERIC2 
(а) и ERIC1/ERIC2 (б) нозокомиальных штаммов P. aeruginosa.
М — маркер молекулярных масс 100 bp + 1,5 Kb + 2 Kb; 1—8 — клиниче-
ские изоляты.
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де), использование указанных реакций целесообразно для 
генотипирования штаммов P. aeruginosa. При кратковре-
менных и/или одномоментных исследованиях предпочти-
тельнее применять RAPD-ПЦР, при длительном мониторин-
ге — ERIC-ПЦР или обе реакции одновременно. Учитывая 
перекрестные диапазоны оптимальной температуры отжига, 
можно использовать единый протокол амплификации. BOX-
ПЦР, ориентированная на внутриродовую дифференцировку 
бактерий, при эпидемиологических исследованиях самостоя-
тельного значения не имеет и может служить лишь дополни-
тельным диагностическим средством.

Основной этап исследования заключался в определении 
родства изолятов, выделенных от больных в разных ЛПУ 
взрослой и педиатрической сети. Штаммы P. aeruginosa, по 
данным RAPD-ПЦР, распределились на 24 геномогруппы, а 
52 изолята имели индивидуальные генотипы (рис. 4). Прак-
тически в каждом ЛПУ взрослой сети зафиксированы близ-

кородственные штаммы, чаще их изолировали от больных 
в отделениях реанимации и интенсивной терапии (ОРИТ). 
Приемлемыми считаются методы типирования (или их ком-
бинации), имеющие значение индекса Симпсона D 0,9 и 
более. Для выборки из 296 штаммов P. aeruginosa этот по-
казатель составил 0,865. Он оказался несколько ниже скорее 
всего из-за того, что мы учитывали большое число близко-
родственных штаммов, выделенных при вспышке синегной-
ной инфекции в акушерском стационаре и детской клинике.

Оценивая встречаемость (0) и результаты генотипирова-
ния изолятов P. aeruginosa, циркулирующих в стационарах 
разного профиля ЛПУ взрослой и педиатрической сети в 
Перми, можно говорить о сходстве тенденций их распро-
страненности среди госпитализированных взрослых и под-
ростков и своеобразии выявления в неонатальной клинике. 
С микробиологической точки зрения мы объясняем про-
слеженные особенности в том числе и тем, что микроби-

Количество и размер фрагментов ДНК, полученных в RAPD- и Rep-ПЦР

Праймер Количество фрагментов (всего/макс. у одного штамма/среднее) и ≈ размер фрагмента, п.н.

М13 21/9/4,75 ± 2,2
150, 350, 380, 400, 450, 480, 500, 510, 550, 600, 700, 800, 850, 900, 950, 1000, 1100, 1200, 1400, 1500, 1700

ERIC2 13/9/4,25 ± 1,6
200, 300, 350, 480, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1500, 3000

BOXA1R 13/6/3,65 ± 0,9
200, 300, 420, 500, 550, 600, 700, 800, 900, 1100, 1300, 1500, 1600

П р и м е ч а н и е . Жирным шрифтом выделены фрагменты, встречающиеся в генетическом профиле пяти и более штаммов.

Рис. 3. Электрофореграммы продуктов RAPD-ПЦР и Rep-ПЦР.
М — маркер молекулярных масс 100 bp + 1,5 Kb; 1—17 — клинические изоляты P. aeruginosa. Дендрограммы филогенетического родства построены 
на основе метода невзвешенного попарного арифметического среднего – UPGMA (Unweighted pair group method) с применением компьютерного обе-
спечения Quantity One (версия 4.6.1; «Bio-Rad Laboratories», США).
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ом, формирующийся у новорожденных при благоприятных 
условиях, не содержит P. aeruginosa. Инфекция возникает 
в подавляющем большинстве случаев как экзогенная, обу-
словленная заносом чувствительных штаммов, но формиро-
вания госпитального варианта, по-видимому, не происходит. 
С учетом уязвимости контингента она имеет вспышечный 
характер, но благодаря жесткости требований к санитарно-
эпидемическому режиму в акушерских стационарах ликви-
дируется в короткие сроки. С возрастом, когда синегнойная 
палочка становится тривиальным представителем прежде 
всего кишечной микробиоты, риск эн-
догенного инфицирования значитель-
но возрастает. В хирургических ста-
ционарах инфицирование пациентов 
P. aeruginosa происходит чаще всего 
госпитальными эковарами и обуслов-
лено их пребыванием в ОРИТ ЛПУ с 
последующим распространением по 
другим отделениям, реже источни-
ком гнойно-септических осложнений 
может быть собственная микрофлора 
пациента. Стационары разного про-
филя, включая ОРИТ, представляют 
собой специфическую экологическую 
среду, существенно различающуюся 
по уровню эндо- и экзогенного инфи-
цирования. Выводы могут быть схе-
матично представлены следующим 
образом (см. схему).

Заключение. В связи с медицинской и социально-
экономической значимостью ИСМП в медицинскую прак-
тику широко внедряются молекулярно-генетические мето-
ды исследований для эпидемиологического маркирования 
бактерий, вызывающих указанные осложнения [5]. Важную 
роль при этом придают стандартизации внутривидового ти-
пирования изолятов. Несмотря на то что на сегодняшний 
день самым точным и воспроизводимым методом (золотой 
стандарт) дискриминации P. aeruginosa остается пульс-
электрофорез, его трудоемкость и достаточно высокая стои-

Рис. 4. Распределение штаммов по трем группам стационаров ЛПУ 1—13.
Римскими цифрами обозначены геномогруппы (инд. — индивидуальные генотипы), арабскими — количество изолятов; * – изоляты, полученные во 
время вспышки 2008 г.
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мость не позволяют использовать эту технологию в практи-
ческом здравоохранении повсеместно. В клинических лабо-
раториях необходим быстрый, простой и адекватный метод 
оценки родства изолятов. Опыт использования RAPD-ПЦР 
и Rep-ПЦР показал, что эти методы обладают достаточной 
разграничивающей способностью при типировании клини-
ческих штаммов P.  aeruginosa. Применение указанных ре-
акций не является очень затратным, поскольку современные 
лаборатории уже оснащены оборудованием, необходимым 
для постановки ПЦР. Для России с учетом современных 
возможностей клинико-лабораторной службы именно такой 
подход сможет обеспечить адекватный микробиологический 
мониторинг ИСМП, обусловленных P. aeruginosa.
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Лабораторная диагностика герпес-вирусных инфекций  
при нозокомиальной пневмонии у онкогематологических больных
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Цель исследования – выявление диагностически значимого клинического материала для определения этиологического 
агента пневмонии у онкогематологических больных, определение частоты ассоциации нозокомиальной пневмонии с 
герпес-вирусами (ГВ) и оценка вирусной нагрузки у пациентов со сниженным иммунитетом. Половина всех нозокоми-
альных пневмоний у онкогематологических больных ассоциирована с ГВ. Чаще (у каждого третьего больного) выявляли 
ДНК вируса Эпштейна–Барр (ВЭБ) и ДНК вируса простого герпеса 1-го и 2-го типов (ВПГ-1, ВПГ-2). Наиболее информа-
тивным материалом в данном случае является бронхоальвеолярная лаважная жидкость (БАЛ), а наиболее удобным диа-
гностическим методом – полимеразная цепная реакция в режиме реального времени. Для ВЭБ, цитомегаловируса (ЦМВ) 
и вируса герпеса человека 6-го типа (ВГЧ-6) характерна низкая вирусная нагрузка в БАЛ. Концентрация ДНК ВПГ-1 и 
ВПГ-2 с равной частотой находится в области как высоких, так и низких значений. Выявлен парадоксальный феномен 
более благоприятного течения нозокомиальной пневмонии, ассоциированной с ВПГ-1, ВПГ-2, у больных с более высокой 
вирусной нагрузкой в БАЛ. Требуются дальнейшие исследования в данном направлении.
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The laboratory diagnostic of herpes viral infections under nosocomial pneumonia in 
oncologic hematologic patients

The hematologic research center of Minzdrav of Russia, Moscow, Russia
The study was organized to discover diagnostically valuable clinical material for detection of etiologic agent of pneumonia in 
oncological hematological patients, rate of association of nosocomial pneumonia with herpes viruses and evaluation of viral load 
in patients with depressed immunity. In  oncological hematological patients, half of nosocomial pneumonia cases is associated with 
herpes virus. In every third patient DNA of Epstein-Barr virus and DNA of type I and II are detected. The most informative material 
in this case is broncho-alveolar lavage fluid and the most convenient diagnostic technique is polymerase chain reaction in real-time. 
The low viral load in  broncho-alveolar lavage fluid is specific for Epstein-Barr virus, cytomegalovirus and human herpes virus type 
VI. The concentration of DNA of simple herpes virus type I and type II is located in both high and low values. The paradox phenomena 
is established concerning more benevolent course of  nosocomial pneumonia associated with simple herpes virus type I and II in 
patients with higher viral load in broncho-alveolar lavage fluid, The further research in this direction is needed.
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