
INTERNATIONAL JOURNAL OF APPLIED  
AND FUNDAMENTAL RESEARCH    № 4,   2016

586  BIOLOGICAL SCIENCES 
УДК 577.21 
ВВЕДЕНИЕ УРАЦИЛ-ДНК-ГЛИКОЗИЛАЗЫ В ТЕСТ-СИСТЕМУ «АЧС»

Замотаева Т.Л., Лебедева Ю.Л., Черкашин Е.А., Астахова Т.С.
ФБУН ЦНИИ Эпидемиологии Роспотребнадзора, Москва, e-mail: zamotaevatat@gmail.com

В статье рассмотрены способы борьбы с контаминацией в ПЦР-лаборатории. На примере тест-системы 
«АЧС» для выявления вируса африканской чумы свиней в биологическом материале методом полимеразной 
цепной реакции показана возможность внедрения фермента урацил-ДНК-гликозилазы. Показана возмож-
ность использования данного фермента в тест-системе «АЧС» как с электрофоретической детекцией, так 
и с детекцией в режиме реального времени. В статье подробно описана схема введения фермента урацил-
ДНК-гликозилазы в тест-систему для диагностики вируса африканской чумы свиней. Определена оптималь-
ная концентрация фермента урацил-ДНК-гликозилазы. Показано, что применение фермента не ухудшает 
аналитические характеристики тест-системы. Фермент урацил-ДНК-гликозилаза способен  разрушить бо-
лее 10000 молекул ампликонов, попавших в реакцию, что позволяет эффективно бороться с контаминацией 
в ПЦР-лаборатории. 
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The article discusses ways to deal with contamination in a PCR laboratory. It was shown the possibility of 
introducing the enzyme uracil-DNA-glycosylase in «ASF» test system for the detection of African swine fever 
virus in a biological material by polymerase chain reaction. We have shown that this enzyme can be used in the test 
system «ASF» with electrophoretic detection, and detection in real-time. The article described in detail the scheme 
of introduction of the enzyme uracil-DNA-glycosylase in the test system for the diagnosis of African swine fever 
virus. We had determined optimal concentration of the uracil-DNA glycosylase. It was proved that the use of the 
enzyme does not impair the analytical characteristics of the test system. The enzyme uracil-DNA-glycosylase is 
capable of destroying more than 10,000 amplicons molecules belonging to a reaction, that allows you to fight with 
contamination in the PCR laboratory.
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Африканская чума свиней – высококон-
тагиозная вирусная болезнь свиней, склон-
ная к природной очаговости, характеризую-
щаяся высокой летальностью. 

С 2007 г. вспышки АЧС регистрируются 
на территории Европейской  части Россий-
ской Федерации. Инфекция широко распро-
страняется среди домашних свиней и диких 
кабанов, нанося огромный экономический 
ущерб.

Лабораторная диагностика АЧС осу-
ществляется с помощью иммунологических 
и культуральных методов. В настоящее вре-
мя для обнаружения АЧС также широко 
применяется метод ПЦР [1].

Одним из главных достоинств метода 
ПЦР является его высокая чувствитель-
ность. При хорошей пробоподготовке с по-
мощью ПЦР можно определять единичные 
копии возбудителя инфекций. Однако дан-
ное преимущество оборачивается не менее 
существенной проблемой  – появлением 
ложноположительных результатов. Это мо-
жет происходить по нескольким причинам, 
наиболее значимой из которых является 
контаминация продуктами амплификации.

Основным способом решения описанной 
проблемы является разделение ПЦР лабора-
торий на несколько зон. Персонал, осущест-
вляющий обработку биологического матери-
ала и постановку ПЦР не должен проводить 
электрофорез и  регистрацию результатов 
ПЦР-анализа. В лаборатории необходимо 
регулярно проводить обработку рабочих по-
верхностей хлорсодержащими препаратами, 
а после работы использовать УФ излучение 
с длиной волны 254 или 300 нм [2].

Устранение контаминации на пост-ПЦР 
этапе сводится к  добавлению в  пробирки 
с ампликонами псоралена или изопсорале-
на, что приводит к  образованию ковалент-
ных связей с  ДНК. Использование таких 
молекул в ПЦР в качестве матрицы невоз-
можно.

Однако описанные способы устранения 
контаминации имеют один серьезный недо-
статок  – они способны полностью уничто-
жить лишь низкие концентрации ампликонов.

Наиболее надежным вариантом устра-
нения контаминации в  ПЦР-лаборатории 
является использование Урацил-ДНК-
гликозилазы (КФ 3.2.2.27), далее УДГ.



МЕЖДУНАРОДНЫЙ ЖУРНАЛ ПРИКЛАДНЫХ  
И ФУНДАМЕНТАЛЬНЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ    № 4,   2016

587 БИОЛОГИЧЕСКИЕ НАУКИ 
Фермент УДГ способен разрушать полу-

ченные в ПЦР ампликоны, содержащие ура-
цилы. Таким образом, в случае повторного 
попадания в ПЦР, такие молекулы не будут 
амплифицироваться. Причем для того, что-
бы предотвратить контаминацию, достаточ-
но удаления хотя бы одного остатка ураци-
ла из каждой цепи ДНК ампликона. В то же 
время ДНК человека и  ДНК, выделенная 
из других живых организмов, не содержит 
урацилов и, соответственно, не будет слу-
жить «мишенью» для УДГ. 

В связи с  этим целью нашей работы 
было на примере тест-системы для диа-
гностики АЧС продемонстрировать воз-
можность внедрения УДГ для снижения 
риска возникновения контаминации в ПЦР-
лаборатории.

Материалы и методы исследования
Для тестирования использовалась ранее разрабо-

танная в лаборатории тест-система «АЧС», выявляю-
щая вирус африканской чумы свиней (African swine 
fever virus) в  биологическом материале, продуктах 
свиноводства и изделиях свиного происхождения ме-
тодом ПЦР (AmpliSens, ФБУН ЦНИИ Эпидемиоло-
гии Роспотребнадзора, г. Москва). Тест-система раз-
работана и  выпускается в  двух форматах  – Eph (с 
электрофоретической детекцией) и FRT (с гибридиза-
ционно-флуоресцентной детекцией в режиме «реаль-
ного времени»).

Эксперименты проводились на положительных 
контрольных образцах (ПКО), входящих в  состав 
тест-системы «АЧС». ПКО в  данной системе пред-
ставлял собой инактивированные конструкции гено-
ма вируса АЧС.

Для оценки эффективности работы УДГ в ПЦР 
были наработаны ампликоны АЧС и внутреннего кон-
трольного образца (ВКО). Детекция проводилась дву-
мя способами – электрофоретическим и в режиме ре-
ального времени (Real-time). Полученные ампликоны 
служили матрицей в  последующих экспериментах. 
В приготовленную реакционную  смесь добавляли 
фермент УДГ из расчета 0,2 U на 1 реакцию. После 
внесения фермента УДГ пробы инкубировали при 
комнатной температуре 5 минут. Контролем служили 
реакционные смеси без добавления фермента УДГ.

Амплификацию проводили на приборах 
RotorGene Q (Qiagen, Германия), ДТ-96 и  Терцик 
(ДНК-технология, РФ).

Результаты исследования  
и их обсуждение

Ранее в  нашей лаборатории в  клетках 
E. coli был получен рекомбинантный фер-
мент УДГ из Североатлантической трески 
(Gadus morhua). Выбор фермента данного 
организма был не случаен, поскольку, ис-
ходя из литературных данных [3], этот фер-
мент обладает способностью необратимо 
и полностью инактивироваться при нагре-
вании до 50 °С за 10 минут. Полная и  не-
обратимая потеря ферментативной актив-
ности при 45–55 °С является необходимым 

условием для использования УДГ в ПЦР-
диагностике поскольку это позволяет из-
бежать «выщепления» остатков урацила из 
образующихся в  процессе амплификации 
молекул ДНК, и, как следствие, измене-
ния аналитических характеристик набора, 
что особенно важно для количественных  
тестов.

Полученный в  лаборатории фермент 
УДГ был охарактеризован по активности 
с  помощью методики, описанной Liu B. et 
al. [4]. Согласно данной методике, 1 еди-
ница активности (U) определялась как ко-
личество фермента, который за 1 минуту 
при 37 °С катализирует высвобождение 
60  пмоль урацила из урацилсодержащей 
ДНК. Такое определение ферментной ак-
тивности для УДГ является общепризнан-
ным и  используется как коммерческими 
компаниями, производящими ферменты, 
так и научными лабораториями. 

В качестве контроля при определении 
активности полученного нами рекомби-
нантного фермента УДГ использовали УДГ 
зарубежных производителей New England 
Biolab и Roche Custom Biotech (США). 

В ходе проведенных экспериментов был 
изменен состав реакционной смеси, входя-
щей в  тест-систему «АЧС»: вместо дТТФ 
в  смесь включили дУТФ. Было показано, 
что аналитические характеристики набора 
при этом не изменились. Это связано с тем, 
что ДНК-полимераза, используемая в тест-
системе «АЧС», содержит мутации, которые 
позволяют ферменту встраивать дУТФ в ра-
стущую цепь ДНК с такой же эффективно-
стью, как и дТТФ.

Известно, что эффективность работы 
фермента УДГ во многом зависит именно 
от характеристик ампликона. При использо-
вании АТ-богатой матрицы фермент разру-
шает ампликоны более эффективно; более 
длинный ампликон разрушается легче, чем 
короткий. 

Поскольку контаминация (в случае 
Real-time ПЦР) обычно характеризуется 
попаданием в пробирку для амплификации 
порядка 1000–5 000 копий ампликона, для 
оценки эффективности работы фермента 
УДГ в  ПЦР качестве матрицы добавляли 
1 000, 10 000 и 100 000 копий ампликона.

Метод ПЦР с  электрофоретической 
детекцией является более контаминаци-
онно опасным, поскольку необходимым 
этапом здесь является открытие пробирки 
и извлечение продукта амплификации; по-
этому для оценки эффективности работы 
фермента УДГ в  ПЦР с  электрофоретиче-
ской детекцией в качестве матрицы добав-
ляли 10^11 и 10^12 копий ампликонов АЧС 
и ВКО (рис. 1). 
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Рис. 1. Электрофореграмма. Разрушение 
ампликонов при использовании 0,2 U/reac. 

фермента УДГ (обозначение образцов: 
1–3 – ампликоны 10^12 копий с добавлением 

фермента УДГ, 4–7 – ампликоны 10^12 копий 
без фермента УДГ, 8–10 – ампликоны 

10^11 копий с добавлением фермента УДГ, 
11–14 – ампликоны 10^12 копий без фермента 

УДГ, 15 – положительный контроль 
амплификации, 16–17 – отрицательные 

контроли амплификации)

На примере тест-системы «АЧС» было 
показано, что в  случае длинных матриц 
(300–600 н.п.), характерных для тест-систем 
с  электрофоретической детекцией, фермент 
УДГ разрушает до 10^12 молекул ампликонов, 
попавших в  реакцию. В случае тест-систем 
с  детекцией в  режиме реального времени 
фермент способен разрушить до 100 000 мо-
лекул ампликонов, что позволяет эффективно 
бороться с контаминацией. Разрушение мень-
шего числа ампликонов связано с  тем, что 
в данном случае ампликоны (ген АЧС и ВКО) 
составляют около 80 н.п. Таким образом, фер-
мент УДГ достаточно эффективно работает 
в ПЦР с различными способами детекции.

Рис. 2. Электрофореграмма. Оценка влияния  
0,2 U/reac. фермента УДГ на чувствительность 

тест-системы «АЧС» (обозначение 
образцов:1–3 – 10^5 копий/мл АЧС с добавлением 

фермента УДГ, 4–6 – 100 000 копий/мл АЧС 
с добавлением фермента УДГ, 7–9 –  

1 000 копий/мл АЧС с добавлением фермента УДГ;  
10–12 – 10^5 копий/мл АЧС без фермента УДГ, 
13–15 – 10^4 копий/мл АЧС без фермента УДГ, 
16–18 – 10^3 копий/мл АЧС без фермента УДГ)

Поскольку для использования в пре-ПЦР 
формате фермент УДГ не должен оказывать 
негативного влияния на аналитические ха-
рактеристики тест-системы путем ингибиро-
вания ПЦР, были проведены эксперименты 
по оценке влияния фермента УДГ на чув-
ствительность тест-системы «АЧС».

Заявленная аналитическая чувствитель-
ность тест-системы составляет порядка 
2000 копий/мл. Тестирование проводили 
на инактивированных конструкциях генома 
вируса АЧС с  концентрациями 1 000 коп/
мл, 10 000 коп/мл и 100 000 коп/мл.

В результате было показано, что фер-
мент УДГ в концентрации 0,2U на 25 мкл ре-
акционной смеси не оказывает негативного 
влияния на аналитические характеристики 
тест-системы, заявленная чувствительность 
сохраняется как формате Eph (рис. 2), так 
и в формате FRT.

Для оценки ингибирования ПЦР про-
дуктами распада ампликонов тестирование 
проводили на инактивированных конструк-
циях генома вируса АЧС. В ПЦР добавляли 
0,2 U фермента УДГ и ампликоны в концен-
трации порядка 100 000 копий из расчета на 
1 реакцию. Контролем служили реакцион-
ные смеси без добавления ампликонов. 

В результате было показано, что продук-
ты распада ампликонов не оказывают нега-
тивного влияния на амплификацию тести-
руемой мишени, что свидетельствует о том, 
что аналитические характеристики набора 
не изменяются.

Заключение
В результате проведенных эксперимен-

тов был изменен нуклеотидный состав ре-
акционной смеси, входящей в тест-систему 
«АЧС», что позволило внедрить фермент 
УДГ в данную тест-систему. Подобрана оп-
тимальная концентрация УДГ, которая не 
оказывает негативного влияния на аналити-
ческие характеристики тест-системы.

Таким образом, на примере ДНК виру-
са африканской чумы свиней показано, что 
фермент УДГ эффективно работает в ПЦР 
с различными способами детекции вне за-
висимости от характеристик  ампликона, 
что позволяет эффективно бороться с  кон-
таминацией в ПЦР-лаборатории.

Работа поддержана Фондом содей-
ствия  развитию малых форм предприятий 
в научно-технической сфере в рамках про-
граммы «УМНИК».
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