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•Очистка лабораторного 
инструмента является важной 
частью работы современного 
исследователя.

•Но возникает вопрос: 
насколько эффективны 
эффективны стандартные 
методы очистки?
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Биологические

Химические

Физические

Механические

•Проветривание
•Влажное 

протирание

•УФ
•Автоклав

•Кипячение

•Макрофаги

•Химические 
вещества

Основные виды методов очистки
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Методы идентификации бактерий

Морфологический Филогенетический
Химико-

биологический
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Причины выбора гена 16s рРНК

Высокая консервативность

Спонтанные мутации

Большие базы данных

Точность

Мера эволюционного 
расстояния

Большое разнообразие 
возможных результатов
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Цели

1) Экспериментальное сравнение эффективности методов 
дезинфекции лабораторных инструментов. 

2) Спроектировать универсальные праймеры на ген 16s rRNA
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Задачи

•1) Подготовить неспециализированную школьную лабораторию для п

роведения экспериментов с ДНК 

•2) Провести серию экспериментов по дезинфекции лабораторных 

инструментов различными веществами и методами.

2.1) Экспериментально установить степень загрязненности поверх

ности инструментов после очистки различными методами.

• 2.2) Провести ПЦР и визуализировать результаты эксперимента с 

помощью электрофореза 
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• 3) Анализ генов 16s рРНК

3.1) Составить базу данных прокариот  

3.2) Сделать множественное выравнивание генов 16s рРНК

3.3) На основе выравнивания предложить праймеры, и 

определить их эффективность 

3.4) Определить эффективность праймеров ранее 

использованных в работе 
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Методы и материалы

•ПЦР

•Электрофорез в агарозном геле

•Биоинформатических анализ генов 16s rRNA для 

проектирования праймеров
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Результаты

•1) Спирт с поджиганием

•2) Положительный контроль

•3) Окунание в спирт

•4) УФ 7 сек

•5) Маркеры длины ДНК 

(1 kb)

•6) Протирка спиртом 

•7) Отрицательный контроль

•8)УФ 7 сек

•9)M.luteus

1 2  3  4  5  6  7  8  9

1500nt

250nt 
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•Проектирование праймеров:

В электрофорезе было много шмера, а значит ранее 

использованные праймеры отжигаются неспецифично. Поэтому 

мы решили спроектировать собственные праймеры

Выравнивание для для генов всех бактерий из нашей базы данных 
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Прямой праймер Обратный праймер

•Прямой 5'-ACTCCTACGGGAGGCAGC-3'

•Обратный 5'-TGACGGGCGGTGTGTACAAG-3'
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•Критерии подбора праймеров

1) Длина 18-25nt (оптимально 20nt)

2) GC ~ 40-60%

3) Нежелательно много GC подряд (GGGCCCCGGC)

4) Плохо, если на 3' конце больше 3 GC

5) Отсутсвие вторичных структур (шпилек и дуплексов)
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Сравнение праймеров

•1 пара: Tm = 60 градусов            % СG пар= 55 (F) и 42 (R)

•2 пара: Tm = 54 градуса              % СG пар= 55 (F) и 55 (R)

•Наши:  Tm = 64 градуса              % СG пар= 66 (F) и 60 (R)

Расположение генов 16s rRNA на геноме E.coli
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Выводы
•1) В условиях школьной лаборатории нельзя добиться

условий стерильности от инородной ДНК. Значит, выполнение 

нашей цели , требующих особой стерильности здесь 

невозможно

•2) Были предложенны универсальные праймеры на часть гена

16s rRNA

Прямой 5'-ACT CCT ACG GGA GGC AGC-3'

Обратный 5'-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AG-3'
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