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В настоящее время актуальным вопросом для медицины является разработка быстрых
и эффективных методов диагностики инфекционных заболеваний. ПЦР анализ является
рутинным методом клинической диагностики, однако обладает рядом существенных недо-
статков, среди которых необходимость в квалифицированных специалистах и специализи-
рованных лабораторных помещениях, что часто бывает недоступно в небольших клини-
ках, особенно в развивающихся странах [1,2]. Еще одним слабым местом ПЦР диагностики
является контаминация образцов и как следствие высокий процент ложноположительных
результатов. Использование бинарных дезоксирибозимных биосенсоров, высокоспецифич-
ных к ДНК или РНК патогенов может стать хорошей альтернативой стандартным мето-
дам анализа [3].

Целью данной работы явилась разработка протокола для высокоспецифичной детек-
ции патогенов центральной нервной системы Neisseria meningitidis и Streptococcus pneumonia
в образцах спинномозговой жидкости с использованием технологий ПЦР и ДНК нанома-
шин.

В работе использовали культуры N . meningitidis и S. pneumonia. Количество КОЕ
определяли путем посева серийных 10-кратных разведений клеточных суспензий на 1,5%
колумбийский агар. Бактерий смывали с поверхности колумбийского агара и готовили се-
рийные разведения в образцах спинномозговой жидкости. Полученную суспензию исполь-
зовали в качестве матрицы для ПЦР. Результаты ПЦР оценивали с помощью электрофо-
реза в 10%-ном полиакриламидном геле. Ампликоны очищали набором Cleanup Standard
(Евроген) концентрировали и обрабатывали экзонуклеазой фага лямбда (New England
Biolabs) для получения одноцепочечных фрагментов. Полученную таким образом библио-
теку одноцепочечных ПЦР фрагментов ДНК S. pneumonia и N . meningitidis использовали
для визуальной детекции путем добавления 1 мкМ биосенсора на основе G-квадруплекса
(Pneum-f-1 и Pneum-m-1 для обнаружения S. pneumonia и neiss-f-1 и neiss-m-1 для обна-
ружения N . meningitidis), 1 мМ DAB, 1% H2O2 и 1 мкМ гемина. Образцы инкубировали
при комнатной температуре 20 минут с последующей визуальной оценкой и измерением
оптической плотности на спектрофлуориметре Cary Eclipse (длина волны 500 нм).

Нами было определено, что предел детекции с помощью данного метода составляет
10-20 бактерий в пробе. При этом создается визуальный сигнал, который может быть об-
наружен невооруженным глазом. Так как разработанные нами зонды, благодаря своей
структуре, обладают высокой селективностью к распознаванию аналита, данная техноло-
гия имеет преимущество перед существующими. Дальнейшее ее развитие позволит создать
доступный тест для выявления возбудителей менингита в местах оказания медицинской
помощи.
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