
ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2025 – Вип. 1 (176) / Bulletin of problems in biology and medicine – 2025 – Issue 1 (176)
https://www.pdmu.edu.ua/ та https://vpbim.com.ua/

373

МЕТОДИ ТА МЕТОДИКИ / METHODS AND METHODOLOGIES

article provides a detailed description of the equipment, content, stages, essence and sequence of collaborative 
actions of the supervisor, researchers, and subjects in the scientific-practical process. 

This study allows for the recording of the cardiovascular system’s state during the development of maximal force, 
the maintenance of that force level and throughout a six-minute recovery period.

Conclusions. We established and described a methodology for investigating the athlete’s cardiovascular system 
during static loading and recovery, with simultaneous recording of rheography, electrocardiography, blood pressure 
measurement and dynamometer data acquisition.  The results demonstrate clear and valuable insights. This 
comprehensive methodological approach to studying the athlete’s cardiovascular system can be used in practice. 
Conducting the described complex study is possible with long-term practice of coordinated actions by a team of 
scientists. The testing of the proposed methodology  with the participation of 18 volunteers proved to be successful 
and effective. 

Key words: organization and establishment of the method, cardiovascular system, rheography, electrocardiogra-
phy, blood pressure, static dynamometer, static loading.
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The human gut microbiome is a complex system comprising trillions of microorganisms, including bacteria, ar-
chaea, fungi, and viruses, which influence metabolism and play a key role in digestion, vitamin synthesis, and im-
mune response regulation. The impact of the microbiome on human health has gained particular importance in 
modern medicine, especially in sports physiology. It can determine adaptation to physical activity, recovery after 
training, and overall physical condition in athletes.

This study focuses on a comparative analysis of the most common methods for studying the human gut micro-
biome, their technical features, and prospects for application in sports medicine. Investigating the gut microbiome 
is challenging due to its structural complexity and variability under the influence of numerous internal and external 
factors, such as diet, physical activity, environmental conditions, and the use of medical drugs. The study analyzes 
modern and widespread methods for studying the gut microbiome, including polymerase chain reaction (PCR), 16S 
rRNA gene sequencing, and metagenomic sequencing. A comparative characterization of these approaches is pre-
sented, including their technological features, sensitivity, specificity, and limitations concerning taxonomic and func-
tional data interpretation. The importance of proper conditions for sample collection, storage, and transportation is 
emphasized to ensure the reliability of results, with a focus on analyzing fecal samples as the primary non-invasive 
method for studying the gut microbiome.

The findings contribute to a deeper understanding of the mechanisms through which the microbiota affects the 
physical condition of athletes and provide a scientific basis for the individualization of training programs.

Key words: metagenomics, bioinformatics, next-generation sequencing, microbiota, genetic testing, 16S rRNA 
sequencing.
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Connection of the publication with planned re-
search work.

This study is part of the research project of the Na-
tional University of Ukraine on Physical Education and 
Sport, “The Impact of Exogenous and Endogenous Fac-
tors on the Course of Adaptive Reactions of the Body to 
Physical Loads of Various Intensities” (state registration 
number 012U108187).

Introduction.
The human gut microbiome represents one of the 

priority directions in modern research, particularly in 
the field of sports medicine. The microbial composition 
of the gut is extraordinarily complex and diverse, com-
prising over 40 trillion cells and more than three million 
genes. The human gut microbiota possesses significant 
metabolic potential, encompassing not only thousands 
of bacterial taxa but also fungi, viruses, and archaea  
[1-4].

It is well-established that the human microbiota plays 
an active role in nutrient production, immune response, 
and metabolic processes. The biosynthesis of vitamins, 
amino acids, and lipids is, to some extent, dependent on 
the microbial composition of the gut. Furthermore, mi-
crobial metabolites, such as short-chain fatty acids, can 
act as energy substrates, which is particularly critical in 
endurance sports, where uninterrupted energy availabil-
ity is crucial for achieving optimal performance [5-7].

Despite significant progress in studying the human 
gut microbiome and numerous publications in this field, 
selecting optimal methods for microbiome analysis re-
mains a challenging task. This is attributed to the need 
for proper sample collection, storage, and transporta-
tion, as well as accounting for the influence of numerous 
external and internal factors that may affect measure-
ment accuracy. Additionally, challenges arise in selecting 
appropriate software for accurate data analysis and in-
terpretation. This study examines a range of microbiome 
research methodologies, highlighting their advantages 
and limitations to identify the most effective approaches 
for analysis.

The aim of the study.
To analyze modern methods of studying the human 

gut microbiome, their technological features, advan-
tages, and limitations, with the goal of determining the 
most effective approaches for practical application in 
sports medicine, scientific research, and the diagnosis of 
diseases associated with microbiota imbalances.

Main part.
Sample collection methods
Given the numerous interactions between the gut 

microbiota and human health, analyzing changes in mi-
crobiota composition and their impact on the onset, pro-
gression, and prognosis of various diseases is critically 
important [8-11]. Traditionally, gut microbiome studies 
were based on methods of isolating and culturing micro-
organisms. However, a significant portion of anaerobic 
bacteria, which constitute the majority of gut microbio-
ta, are difficult to cultivate, limiting the accuracy of these 
approaches [12].

Advances in technology, such as next-generation se-
quencing (NGS), have opened new opportunities for mi-
crobiome analysis without the need for cultivation. This 
technology allows for precise identification of microbio-
ta composition and its interaction with the host organ-

ism. At the same time, proper sample collection remains 
crucial to ensure the reliability of analysis results [13].

There are various sample collection methods, each 
with its advantages and disadvantages, which can influ-
ence the accuracy of microbiome composition represen-
tation (table 1).

Fecal sampling is the most common method for 
studying the intestinal microbiome due to its non-inva-
siveness, ease of implementation, availability, and the 
possibility of collecting material at home. This approach 
allows obtaining information about the composition of 
the microbiota and its metabolic activity without the 
need to intervene in the body’s tissues. The main focus 
of this work is on methods for analyzing fecal samples as 
a key tool for studying the microbiome.

Storage and transportation conditions
To ensure accurate gut microbiome analysis, it is vital 

to maintain appropriate conditions for sample storage 
and transportation to minimize the risk of microbial DNA 
degradation and microbiota composition changes. Fecal 
samples should be immediately stabilized using special-
ized solutions (e.g., RNALater®, Omnigene-Gut®, Tris-ED-
TA) or frozen at -20°C to -80°C. Stabilization solutions 
preserve the microbial profile even during non-frozen 
transport [19, 20].

Freezing is the most effective method for long-term 
storage but requires specialized equipment, such as dry 
ice or thermal containers, to maintain low temperatures 
during transport. If samples are kept at room tempera-
ture, they should be delivered to the laboratory within 
four hours to avoid external factors, such as ambient 
temperature, affecting microorganism degradation [20, 
21].

For short-term storage (up to 48 hours), samples can 
be kept at 4°C, but this significantly increases the risk 
of losing specific bacterial taxa, particularly anaerobes. 
Prolonged storage without stabilization or freezing can 
lead to substantial changes in microbiota composition, 
compromising analysis results. Therefore, using stan-
dardized protocols and appropriate transport equip-
ment is critical to ensuring data reliability [20].

Methods of analysis.
Various methods based on modern molecular bio-

logical technologies are used to study the composition 
of the intestinal microbiome. Each of them has its own 
advantages, limitations, and areas of application [22-25].

Polymerase chain reaction. PCR (polymerase chain 
reaction) is a highly sensitive method that allows the 
detection of DNA or RNA of microorganisms in biologi-
cal samples, such as feces. This method is used for the 
diagnosis of intestinal infections, dysbiotic conditions 
and other pathologies due to its high specificity and sen-
sitivity, which allows us to detect even a small amount 
of genetic material. DNA from samples is isolated using 
specialized kits (QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) 
– for isolating DNA from fecal samples, PowerSoil DNA 
Isolation Kit (MoBio) – effective for samples with a high 
content of inhibitors). PCR performs amplification of 
target DNA fragments, which allows us to detect and 
identify specific microorganisms. Specific primers that 
interact with certain DNA regions are used for amplifi-
cation. Amplification is performed using thermal profil-
ing on PCR equipment, which increases the number of 
target DNA fragments to a level suitable for detection. 
After amplification, the product is detected by meth-
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Table 1 – Advantages and disadvantages of sample collection  
methods for microbiome analysis

Method Advantages Disadvantages Source

1 Fecal analysis

Convenient, non-invasive, 
sufficient material for 
analysis, relatively low-
cost

Uneven bacterial 
distribution during 
homogenization

[14]

2 Endoscopic biopsy Controlled collection, 
precise description

Invasive, risk of bleeding 
and infection [15]

3 Luminal microbiota 
aspiration

Controlled sampling, 
accurate representation 
of luminal microbiota

Time-intensive 
preparation, invasive, 
patient discomfort, risk of 
infection

[16]

4 Brush sampling 
method

Controlled sampling, 
accurate description of 
luminal microbiota

Invasive, risk of infection [16]

5 Laser capture 
microdissection

Controlled sampling, 
precise microbe-host 
interaction analysis

Costly, time-intensive 
preparation, invasive, 
risk of infection, limited 
material

[17]

6 Smart capsule
Easy for the patient, no 
preparation required, no 
infection risk, precise data

Expensive, complex 
implementation [18]

7 FISH (Fluorescence 
In Situ Hybridization)

Accurate spatial 
organization of microbiota 
and host-microbe 
interaction analysis

Requires specific probes 
tailored to individual 
microorganisms, high-tech 
equipment like fluorescent 
microscopes

[17]

ods such as fluorescence analysis, 
which determines the presence of 
DNA in the sample. During PCR, var-
ious key materials are used that en-
sure the efficiency and specificity of 
this method. These include specific 
DNA primers that ensure the selec-
tivity of amplification of target DNA 
regions, as well as thermostable 
DNA polymerases, such as Taq poly-
merase, which play a major role 
in DNA synthesis. Also important 
are MgCl2 (magnesium chloride), 
which acts as a cofactor to main-
tain DNA polymerase activity, and 
dNTPs (deoxynucleotides), which 
are the building blocks of DNA and 
are necessary for the amplification 
process. In addition, thermal PCR 
incubators or specialized PCR de-
vices are used that perform thermal 
profiling and provide the necessary 
temperature cycles for successful 
amplification [9, 26, 27].

16S rRNA sequencing. One of 
the most common methods for 
studying the microbiome is based on the analysis of the 
16S rRNA gene. This gene is part of the ribosomal RNA 
of bacteria and has unique hypervariable regions (e.g., 
V3-V5) that contain enough information for taxonomic 
identification of bacteria [9, 28].

For amplification, universal primers are used that 
bind to conserved regions of the gene, surrounding the 
hypervariable zones that are unique to different taxa and 
allow identification of bacteria. After amplification, the 
sample is analyzed using next-generation sequencing 
platforms. The resulting sequences allow the identifica-
tion of operational taxonomic units (OTUs), which char-
acterize bacterial taxa with more than 97% sequence 
identity. Sequencing data is cleaned using error correc-
tion algorithms such as Deblur or DADA2, which are in-
tegrated into the QIIME2 software. Reference genomes 
or de novo approaches can be used to cluster sequences 
to identify new species [9, 29].

In Ukraine, 16S rRNA sequencing is performed to 
study the gut microbiome using next-generation se-
quencing (NGS) and GA-map analysis.

Shotgun metagenomics (shotgun metagenomic se-
quencing) involves the random sequencing of DNA frag-
ments followed by their realignment to perform taxo-
nomic and functional analyses of the entire genome of 
the microbiota, including viruses, bacteria, archaea, and 
eukaryotes. In contrast to 16S rRNA sequencing, which 
focuses on ribosomal RNA fragments, this method pro-
vides complete information on genetic material, includ-
ing phages, plasmids, extrachromosomal elements, as 
well as host DNA, chloroplasts, and mitochondria [30-
32]. 

Metagenomic sequencing involves several steps, 
each of which requires specialized materials and soft-
ware. First, DNA is isolated from the sample using kits 
such as the QIAamp DNA Stool Mini Kit or the Power-

Table 2 – Comparison of methods for analyzing the gut microbiome
Method Advantages Disadvanteges Sourse

1. PCR

Provides high specificity, speed, sensitivity and 
the possibility of early diagnosis. This method 
allows the detection of even minimal amounts 
of DNA, which is critical for the early diagnosis 
of intestinal infections, dysbiosis and other 
conditions

Possible false results due to contamination, 
improper sample collection, or errors in the 
technical process. Does not provide functional 
information about the microbiome and 
metabolism.

[9, 26, 27]

2. 16S rRNA 
sequencing

Versatility, as 16S rRNA is present in all bacteria. 
Relatively low cost
Wide range of applications (study of microbiome 
structure and function in different samples).

The use of PCR may lead to over- or under-
estimation of certain taxa. The number 
of copies of the 16S rRNA gene may vary 
between taxa, which affects the accuracy of 
quantitative analysis.

[9, 29]

3. Metagenomic 
sequencing

Covers all genetic components of the 
microbiome, including rare and uncharacterized 
microorganisms. Determines the metabolic 
potential of the microbiota, enzyme activity and 
interactions between microorganisms. Able to 
identify strains and species.

Requires a significant amount of sequencing to 
achieve the required depth of analysis, which 
increases costs. Analyzing large amounts of 
data requires powerful computing resources 
and specialized bioinformatics knowledge. May 
reduce accuracy for samples with low levels of 
microorganisms

[31,32,34,35]
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Soil DNA Isolation Kit, which provide efficient extraction 
even from fecal samples containing inhibitors. After DNA 
is isolated, it is fragmented and libraries are prepared 
for sequencing using platforms such as the Illumina No-
vaSeq 6000, which provides high-fidelity sequencing 
of short fragments, or the Oxford Nanopore MinION, 
which is suitable for long sequences. Nextera DNA Flex 
(Illumina) or Rapid Sequencing Kit (Oxford Nanopore) 
are often used to create libraries. The resulting data are 
processed using software focused on different aspects 
of the analysis. For taxonomic classification, tools such 
as Kraken2 or Kaiju, which work with the RefSeq, SILVA 
or NCBI GenBank databases, are used. For de novo se-
quence assembly, SPAdes, MetaVelvet or MEGAHIT are 
used, which provide efficient analysis of large volumes 
of metagenomic data. Additional functional annotation 
can be performed using Prokka or EggNOG-mapper, 
which allow the detection of protein clusters and func-
tional characteristics of genes. This approach provides a 
comprehensive study of the composition and functions 
of the microbiome, allowing the study of both known 
and unknown taxa and obtaining a deep functional pro-
file of microbial communities [31-35].

In Ukraine, metagenomic sequencing is available in 
laboratories that use next-generation sequencing (NGS) 
methods.

The advantages and disadvantages of each method 
are listed in table 2.

Conclusions.
The analysis of modern and widely used methods for 

studying the composition of the human gut microbiome 
has demonstrated that each approach has its unique 
advantages and limitations. Polymerase chain reaction 
(PCR) shows high sensitivity and specificity for detecting 
individual microorganisms but is limited by its selective 
analysis and inability to assess the overall structure of 
the microbiome. 16S rRNA gene sequencing is a stan-
dard in many studies, providing reliable taxonomic anal-

ysis of the microbiota. However, it has limitations in 
determining functional potential and accurately differ-
entiating closely related taxa.

Metagenomic sequencing offers the deepest level 
of analysis, allowing for the identification of complete 
genomes of microorganisms, including archaea, viruses, 
and eukaryotes, as well as the evaluation of the micro-
biome’s functional potential. However, this method re-
quires significant financial resources, high computation-
al power, and meticulous sample preparation.

The critical importance of proper sample collection, 
storage, and transportation, particularly of fecal sam-
ples, which are the primary source for non-invasive mi-
crobiome analysis, has been emphasized. Inappropriate 
storage conditions can lead to the loss of sensitive taxa 
and distort analysis results.

The use of integrated approaches combining vari-
ous analytical methods enables a more comprehensive 
understanding of the structure and functions of the gut 
microbiome. This contributes to uncovering the connec-
tions between the microbiota and adaptation to physical 
activity, opening up prospects for the individualization of 
training programs and the prevention of diseases associ-
ated with dysbiosis. Further research in this area has the 
potential to significantly expand our knowledge of the 
microbiome’s role in maintaining human health and per-
formance, as well as its influence on physiological and 
biochemical processes.

Prospects for further research.
Future studies will focus on gaining a deeper under-

standing of the microbiome’s connections with various 
aspects of human health, introducing new technologies, 
and developing practical applications in sports medicine 
and dietetics. This will not only facilitate the diagnosis 
and treatment of diseases but also enable the creation 
of conditions for individual adjustments in the training 
process and preparation for competitions, taking into ac-
count the unique microbiome composition of athletes.
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Мікробіом кишківника людини є складною системою, що включає трильйони мікроорганізмів – бактерій, 
архей, грибів і вірусів, які впливають на метаболізм та відіграють ключову роль у процесах травлення, 
синтезі вітамінів, регуляції імунної відповіді. Вплив мікробіому на здоров’я людини набув особливого 
значення в умовах сучасної медицини, зокрема у спортивній фізіології. Він може визначати адаптацію до 
фізичних навантажень, відновлення після тренувань і впливає на загальний фізичний стан спортсменів. 

Дана робота присвячена порівняльному аналізу найпоширеніших методів дослідження мікробіому 
кишківника людини, їх технічним особливостям і перспективам використання у спортивній медицині. 
Дослідження мікробіому кишківника є викликом через його структурну складність його складу мінливість 
під впливом багатьох внутрішніх і зовнішніх факторів, таких як харчування, фізична активність, 
екологічні умови та застосування медичних препаратів. У даному дослідженні проаналізовано сучасні й 
найпоширеніші методи вивчення мікробіому кишківника, зокрема полімеразну ланцюгову реакцію (ПЛР), 
секвенування гена 16S рРНК, та метагеномне секвенування. Представлено порівняльну характеристику 
цих підходів, включаючи їхні технологічні особливості, чутливість, специфічність, а також обмеження 
щодо таксономічної та функціональної інтерпретації даних. Розглянуто важливість належних умов 
збору, зберігання та транспортування зразків для забезпечення достовірності результатів із акцентом 
на аналізі фекальних зразків як основного неінвазивного підходу до вивчення мікробіому кишківника. 



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2025 – Вип. 1 (176) / Bulletin of problems in biology and medicine – 2025 – Issue 1 (176)
https://www.pdmu.edu.ua/ та https://vpbim.com.ua/

377

МЕТОДИ ТА МЕТОДИКИ / METHODS AND METHODOLOGIES

Зв’язок публікації з плановими науково-дослід-
ними роботами.

Робота є фрагментом НДР Національного універ-
ситету фізичного виховання і спорту України «Вплив 
екзогенних та ендогенних факторів на перебіг адап-
таційних реакцій організму до фізичних навантажень 
різної інтенсивності» (державний реєстраційний 
номер 012U108187).

Вступ. 
Мікробіом кишківника людини є одним з пріори-

тетних векторів у сучасних дослідженнях, особливо у 
сфері спортивної медицини. Мікробний склад киш-
ківника є надзвичайно складним та чисельним та від-
різняється величезним різноманіттям. Він нараховує 
понад 40 трильйонів клітин та понад три мільйони 
генів. Мікробіота кишківника людини має великий 
метаболічний потенціал та містить не лише тисячі 
таксонів різноманітних бактерій, але і гриби, віруси, 
археї [1-4]. 

Достеменно відомо, що мікробіота людини бере 
активну участь у виробництві нутрієнтів, імунній від-
повіді та метаболічних процесах. Біосинтез вітамінів, 
амінокислот та ліпідів також певним чином залежить 
від мікробного складу кишківника. Окрім того, мі-
кробні метаболіти, а саме, коротколанцюгові  жирні 
кислоти можуть виступати як енергетичні субстрати, 
що особливо важливо у видах спорту на витрива-
лість, де відсутність обмеження доступності енергії є 
критичним у досягненні результату [5-7]. 

Незважаючи на значний прогрес у вивченні мі-
кробіому кишківника людини та численні публікації 
у цій галузі, вибір оптимальних методик досліджен-
ня мікробіому залишається складним завданням. Це 
пов’язано з необхідністю правильного збору матері-
алу, зберігання та транспортування зразків, а також 
врахування впливу багатьох зовнішніх і внутрішніх 
факторів, які можуть впливати на точність вимірю-
вань. Крім цього, існують труднощі в підборі про-
грамного забезпечення для точного аналізу та інтер-
претації даних. У цьому дослідженні ми розглянемо 
низку методик дослідження мікробіому, їхні перева-
ги та обмеження з метою визначення найбільш ефек-
тивних підходів до аналізу.

Мета дослідження. 
Проаналізувати сучасні методи дослідження мі-

кробіому кишківника людини, їхні технологічні осо-
бливості, переваги та обмеження, з метою визна-
чення найефективніших підходів для практичного 
застосування у спортивній медицині, наукових до-
слідженнях та діагностиці захворювань, пов’язаних із 
дисбалансом мікробіоти. 

Основна частина.
Методи збору зразків
Зважаючи на численні взаємозв’язки між кишко-

вою мікробіотою та здоров’ям людини, надзвичайно 
важливим є аналіз змін у складі мікробіоти та їхній 
вплив на виникнення, перебіг і прогноз різноманіт-
них захворювань [8-11]. Традиційно вивчення киш-
кового мікробіому базувалося на методах ізоляції та 

культивування мікроорганізмів. Проте значна кіль-
кість анаеробних бактерій, які складають основну ча-
стину кишкової мікробіоти, погано піддається куль-
тивуванню, що обмежує точність таких підходів [12].

Розвиток технологій, як приклад, секвенування 
нового покоління (NGS) відкрив нові можливості для 
аналізу мікробіому без необхідності культивування. 
Ця технологія дозволяє точно ідентифікувати склад 
мікробіоти та вивчати її взаємодію з організмом. Вод-
ночас критично важливим залишається правильний 
відбір зразків для забезпечення достовірності аналі-
зу [13].

Існують різноманітні методи збору зразків, кожен 
з яких має свої переваги та недоліки та може впли-
вати на точність відображення складу мікробіому 
(табл. 1). 

Аналіз фекальних зразків є найбільш пошире-
ним методом дослідження мікробіому кишківника 
завдяки своїй неінвазивності, простоті виконання, 
доступності, а також можливості забору матеріалу 
в домашніх умовах. Цей підхід дозволяє отримати 
інформацію про склад мікробіоти та її метаболічну 
активність без необхідності втручання у тканини ор-
ганізму. У даній роботі основна увага зосереджена 
на методах аналізу фекальних зразків як ключового 
інструменту для дослідження мікробіому.

Умови зберігання та транспортування.
Для точного дослідження мікробіому кишківни-

ка важливо забезпечити належні умови зберігання 
та транспортування зразків, щоб мінімізувати ризик 
деградації мікробної ДНК та зміни складу мікробіо-
ти. Після забору фекальні зразки мають бути стабі-
лізовані негайно або з використанням спеціальних 
стабілізуючих розчинів (RNALater®, Omnigene-Gut®, 
Tris-EDTA тощо) або шляхом заморожування при тем-
пературі від -20°C до -80°C. Використання стабілізу-
ючих розчинів забезпечує збереження мікробного 
профілю до аналізу, навіть у разі транспортування 
без заморожування [19, 20].

Заморожування є найефективнішим методом для 
тривалого зберігання зразків, однак воно потребує 
спеціального обладнання для транспортування, тако-
го як сухий лід чи термоконтейнери, які підтримують 
стабільну низьку температуру. Якщо зразки зберіга-
ються за кімнатної температури, їх потрібно достави-
ти до лабораторії якомога швидше, бажано протягом 
4 годин, щоб уникнути впливу зовнішніх факторів, 
таких як температура навколишнього середовища, 
які можуть спричинити деградацію мікроорганізмів 
[20, 21].

Для короткотермінового зберігання (до 48 годин) 
допускається підтримання зразків при температурі 
4°C, але така умова значно збільшує ризик втрати 
певних таксонів бактерій, особливо анаеробних. Три-
вале зберігання зразків без стабілізації або заморо-
ження може призводити до значних змін у складі 
мікробіоти, що негативно впливає на результати ана-
лізу. Таким чином, використання стандартних прото-
колів та належного транспортувального обладнання 

Отримані результати сприятимуть глибшому розумінню механізмів впливу мікробіоти на фізичний 
стан спортсменів і створенню наукових основ для індивідуалізації тренувальних програм.

Kлючові слова: метагеноміка, біоінформатика, секвенування нового покоління, мікробіота, генетичне 
тестування, секвенування 16S рРНК.



ISSN 2077-4214. Вісник проблем біології і медицини – 2025 – Вип. 1 (176) / Bulletin of problems in biology and medicine – 2025 – Issue 1 (176)
https://www.pdmu.edu.ua/ та https://vpbim.com.ua/

378

МЕТОДИ ТА МЕТОДИКИ / METHODS AND METHODOLOGIES

є ключовими факторами для забезпечення достовір-
ності даних [20].

Методи аналізу.
Для дослідження складу мікробіому кишківника 

використовуються різноманітні методи, що базують-
ся на сучасних молекулярно-біологічних технологіях. 
Кожен із них має свої переваги, обмеження та сфери 
застосування [22-25].

Полімеразна ланцюгова реакція. ПЛР (поліме-
разна ланцюгова реакція) – високочутливий метод, 
що дозволяє виявляти ДНК або РНК мікроорганізмів у 
біологічних зразках, таких як кал. Цей метод застосо-
вують для діагностики кишкових інфекцій, дисбіотич-
них станів  та інших патологій завдяки своїй високій 
специфічності та чутливості, що дозволяє виявляти 
навіть незначний вміст генетичного матеріалу. ДНК 
із зразків виділяється за допомогою спеціалізованих 
наборів (QIAamp DNA Stool Mini Kit (QIAGEN) – для 
виділення ДНК із фекальних зразків, PowerSoil DNA 
Isolation Kit (MoBio) – ефективний для зразків із ви-
соким вмістом інгібіторів). ПЛР здійснює ампліфіка-
цію цільових фрагментів ДНК, що дозволяє виявити 
та визначити конкретні мікроорганізми. Для амплі-
фікації використовуються специфічні праймери, що 
взаємодіють з певними ділянками ДНК. Ампліфіка-
ція проводиться за допомогою термопрофілювання 
на ПЛР-обладнанні, що дозволяє збільшити кількість 

цільових фрагментів ДНК до рівня, 
придатного для виявлення. Після амп-
ліфікації проводять детекцію продукту 
через такі методи, як флюоресцентний 
аналіз, що дозволяє визначити наяв-
ність ДНК у зразку. Під час ПЛР вико-
ристовуються різноманітні ключові ма-
теріали, які забезпечують ефективність 
та специфічність цього методу. До них 
належать специфічні ДНК-праймери, 
що забезпечують селективність амплі-
фікації цільових ділянок ДНК, а також 
термостабільні ДНК-полімерази, такі 
як Taq-полімераза, які відіграють осно-
вну роль у синтезі ДНК. Важливим є 
також MgCl2 (магній хлорид), що ви-
ступає кофактором для підтримки ак-
тивності ДНК-полімерази, та dNTP (де-
зоксинуклеотиди), які є будівельними 
блоками ДНК і необхідні для процесу 
ампліфікації. Крім цього, використову-
ються термальні ПЛР-інкубатори або 
спеціалізовані ПЛР-пристрої, що здій-
снюють термопрофілювання та забез-
печують необхідні температурні цикли 
для успішної ампліфікації [9, 26, 27].

16S рРНК секвенування. Є одним із 
найпоширеніших методів досліджен-
ня мікробіому, що базується на аналізі 
гена 16S рРНК. Цей ген є частиною ри-
босомної РНК бактерій і має унікальні 
гіперваріабельні ділянки (наприклад, 
V3-V5), які містять достатньо інформа-
ції для таксономічної ідентифікації бак-
терій [9, 28]. 

Для ампліфікації використовуються 
універсальні праймери, які зв’язують-
ся з консервативними ділянками гена, 

оточуючи гіперваріабельні зони, що є унікальними 
для різних таксонів і дозволяють ідентифікувати бак-
терії. Після ампліфікації зразок аналізується за до-
помогою платформ секвенування нового покоління. 
Отримані послідовності дозволяють визначити опе-
раційні таксономічні одиниці (OTUs), що характеризу-
ють бактеріальні таксони з більш ніж 97% ідентичні-
стю послідовностей. Дані секвенування очищуються 
за допомогою алгоритмів корекції помилок, таких як 
Deblur або DADA2, які інтегровані в програмне забез-
печення QIIME2. Для кластеризації послідовностей 
можуть використовуватися довідкові геноми або de 
novo підходи для виявлення нових видів [9, 29].

В Україні 16S рРНК секвенування виконується для  
дослідження мікробіому кишківника методом секве-
нування нового покоління NGS та GA-map аналізу.

Метагеномне секвенування (shotgun 
metagenomics) передбачає випадкове секвенування 
фрагментів розщепленої ДНК із подальшою їхньою 
реалігнацією для проведення таксономічного та 
функціонального аналізу всього геному мікробіоти, 
включаючи віруси, бактерії, археї та еукаріоти. На від-
міну від 16S рРНК-секвенування, яке зосереджується 
на фрагментах рибосомної РНК, цей метод забез-
печує повну інформацію про генетичний матеріал, 
включаючи фаги, плазміди, екстрахромосомні еле-

Таблиця 1 – Переваги та недоліки методів збору зразків  
для аналізу мікробіому

Метод Переваги Недоліки Джерело

1 Аналіз калу

Зручний, неінвазив-
ний, надає достатньо 
матеріалу для дослі-
дження, порівняно 
недорогий

Нерівномірний роз-
поділ бактерій при 
гомогенізації зразка

[14]

2 Ендоскопічна 
біопсія 

Можливість контр-
ольованого збору, 
точний опис

Інвазивний метод. 
Ризик кровотечі та 
інфекції

[15]

3
Аспірація 
просвітної 
мікробіоти

Можливість контр-
ольованого збору 
зразка, точність відо-
браження просвітної 
мікробіоти

Необхідний час для 
підготовки, інвазив-
ний метод, диском-
форт пацієнта, ризик 
інфекції

[16]

4
Метод забору 
за допомогою 
пензля

Можливість контр-
ольованого збору, 
точний опис просвіт-
ної мікробіоти

Інвазивний метод, 
ризик інфекції [16]

5

Метод до-
слідження 
за допомо-
гою лазера. 
Laser capture 
microdissection

Можливість контр-
ольованого збору, 
точний опис зв´язку 
“мікроорганізм-ха-
зяїн”

Дороговартісний 
метод, необхідний час 
для підготовки, інва-
зивний метод, ризик 
інфекції, недостатньо 
матеріалу

[17]

6 Смарт-капсула

Легкий для пацієнта, 
не вимагає підготов-
ки, відсутні ризики 
зараження, точні 
показники просвітної 
мікробіоти

Дороговартісний 
метод, складний у 
реалізації

[18]

7 Метод FISH

Точне відображення 
просторової органі-
зації мікробіоти та 
взаємодії “хазяїн-мі-
кроорганізм”

Потреба у специфічних 
зондах, які необхідно 
розробляти індивіду-
ально для кожного 
виду мікроорганізмів.
Необхідність високо-
якісного обладнання, 
наприклад, флуорес-
центних мікроскопів.

[17]
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менти, а також ДНК хазяїна, хлоропластів і мітохон-
дрій [30-32].

Метагеномне секвенування включає кілька ета-
пів, кожен із яких потребує спеціалізованих матері-
алів та програмного забезпечення. Спершу ДНК ви-
діляється зі зразка за допомогою наборів, таких як 
QIAamp DNA Stool Mini Kit або PowerSoil DNA Isolation 
Kit, які забезпечують ефективну екстракцію навіть із 
фекальних зразків, що містять інгібітори. Після виді-
лення ДНК її фрагментують і підготовляють бібліоте-
ки для секвенування за допомогою платформ, таких 
як Illumina NovaSeq 6000, що забезпечує високоточ-
не секвенування коротких фрагментів, або Oxford 
Nanopore MinION, який підходить для довгих послі-
довностей. Для створення бібліотек часто використо-
вують Nextera DNA Flex (Illumina) чи Rapid Sequencing 
Kit (Oxford Nanopore). Отримані дані обробляються 
за допомогою програмного забезпечення, орієнто-
ваного на різні аспекти аналізу. Для таксономічного 
класифікування використовують інструменти, такі 
як Kraken2 або Kaiju, що працюють із базами даних 
RefSeq, SILVA або NCBI GenBank. Для складання по-
слідовностей методом de novo застосовують SPAdes, 
MetaVelvet або MEGAHIT, які забезпечують ефектив-
ний аналіз великих обсягів метагеномних даних. До-
даткову функціональну анотацію можна виконати за 
допомогою Prokka або EggNOG-mapper, що дозво-
ляють виявляти білкові кластери та функціональні 
характеристики генів. Цей підхід забезпечує комп-
лексне дослідження складу та функцій мікробіому, 
дозволяючи вивчати як відомі, так і невідомі таксони, 
та отримувати глибокий функціональний профіль мі-
кробних спільнот [31-35].

В Україні метагеномне секвенування доступне в 
лабораторіях, що застосовують методи секвенування 
нового покоління NGS.

Переваги та недоліки кожного методу наведено у 
таблиці 2. 

Висновки. 
Аналіз сучасних і найпоширеніших методів дослі-

дження складу мікробіому кишківника людини по-
казав, що кожен із підходів має свої унікальні пере-
ваги й обмеження. Полімеразна ланцюгова реакція 
(ПЛР) демонструє високу чутливість і специфічність 
для визначення окремих мікроорганізмів, проте об-

межується вибірковістю аналізу й не дозволяє оціни-
ти загальну структуру мікробіому. Секвенування гена 
16S рРНК є стандартом у багатьох дослідженнях, що 
забезпечує надійний таксономічний аналіз мікробі-
оти, але має обмеження у визначенні функціональ-
ного потенціалу та точному розмежуванні близьких 
таксонів.

Метагеномне секвенування забезпечує найглиб-
ший рівень аналізу, дозволяючи ідентифікувати повні 
геноми мікроорганізмів, включаючи археї, віруси й 
еукаріоти, а також оцінювати функціональний потен-
ціал мікробіому. Проте цей метод потребує значних 
фінансових ресурсів, високої обчислювальної потуж-
ності та ретельної підготовки зразків.

Розглянуто критичне значення належного збору, 
зберігання й транспортування зразків, особливо фе-
кальних, які є основним джерелом для неінвазивно-
го аналізу мікробіому. Невідповідність умов збері-
гання може призвести до втрати чутливих таксонів і 
викривлення результатів аналізу.

Застосування інтегрованих підходів із використан-
ням різних методів аналізу дозволяє досягти більш 
комплексного розуміння структури й функцій мікро-
біому кишківника. Це сприяє розкриттю зв’язків між 
мікробіотою та адаптацією до фізичних навантажень, 
що відкриває перспективи для індивідуалізації тре-
нувальних програм і профілактики захворювань, 
асоційованих із дисбіозом. Подальші дослідження в 
цьому напрямку здатні значно розширити наші знан-
ня про роль мікробіому в підтримці здоров’я людини 
і  її працездатності, а також його вплив на фізіологічні 
та біохімічні процеси.

Перспективи подальших досліджень. 
Подальші дослідження будуть спрямовані на 

більш глибоке розуміння зв’язків мікробіому з різ-
ними аспектами здоров’я людини, впровадження 
нових технологій і розробку практичних застосувань 
у спортивній медицині та дієтології. Це дозволить 
не лише діагностувати й лікувати захворювання, а й 
створювати умови для індивідуальних змін у трену-
вальному процесі та підготовки до змагань, зважаю-
чи на індивідуальних склад мікробіому атлетів.

Таблиця 2 – Порівняння методів аналізу мікробіому кишківника
Назва Переваги Недоліки Джерело

1. ПЛР

Забезпечує високу специфічність, швидкість, 
чутливість та можливість ранньої діагностики. 
Цей метод дозволяє виявляти навіть мінімаль-
ні кількості ДНК, що є критичним для ранньої 
діагностики кишкових інфекцій, дисбіозу та 
інших станів

Можливі помилкові результати через 
забруднення, некоректний збір зразків або 
помилки в технічному процесі. Не надає 
функціональної інформації про мікробіом 
та метаболізм.

[9, 26, 27]

2.
16S рРНК 
секвенуван-
ня

Універсальність, так як 16S рРНК є присутнім у 
всіх бактеріях. Відносно низька вартість 
Широкий діапазон застосування (вивчення 
структури та функцій мікробіому у різних 
зразках).

Використання ПЛР може призводити до пе-
реоцінки або недооцінки певних таксонів. 
Кількість копій гена 16S рРНК може різнити-
ся між таксонами, що впливає на точність 
кількісного аналізу.

[9, 29]

3.
Метагеном-
не секвену-
вання

Охоплює всі генетичні компоненти мікробіо-
му, включаючи рідкісні та нехарактеризовані 
мікрорганізми. Визначає метаболічний по-
тенціал мікробіоти, ферментну активність та 
взаємодії між мікроорганізмами. Можливість 
ідентифікації штамів і видів.

Вимагає значного обсягу секвенування для 
досягнення необхідної глибини аналізу, що 
збільшує витрати. Аналіз великих обсягів 
даних потребує потужних обчислювальних 
ресурсів і спеціалізованих знань у біоінфор-
матиці. Можливе зниження точності для 
зразків із низьким вмістом мікроорганізмів

[31,32,34,35]
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ПОРІВНЯЛЬНИЙ АНАЛІЗ СУЧАСНИХ МЕТОДІВ ДОСЛІДЖЕННЯ СКЛАДУ МІКРОБІОМУ КИШКІВНИКА ЛЮДИ-
НИ

Палладіна О. Л., Каліга А. М.  
Резюме. Мікробіом кишківника людини являє собою динамічну мікробну спільноту, яка включає бактерії, 

археї, гриби та віруси, що взаємодіють як між собою, так і з організмом хазяїна. Ця складна структура виконує 
важливі ролі, зокрема підтримання бар’єрної функції слизової оболонки кишківника, синтез певних метаболітів, 
таких як коротколанцюгові жирні кислоти, та регуляція роботи імунної системи. Мікробіом також впливає на 
метаболізм макро- і мікронутрієнтів, сприяючи їх засвоєнню. В останні роки зросла увага до ролі мікробіому у 
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забезпеченні адаптації до фізичних навантажень, що особливо важливо для спортсменів. Дисбаланс у складі 
мікробіоти може спричиняти порушення метаболічних процесів, зниження імунітету та виникнення хронічних 
запальних станів. Таким чином, дослідження мікробіому стає важливим інструментом для вивчення механізмів, 
які забезпечують оптимальну фізичну працездатність і загальний стан здоров’я людини. У даному дослідженні 
проведено аналіз сучасних і найпоширеніших методів вивчення мікробіому кишківника, включаючи полімераз-
ну ланцюгову реакцію (ПЛР), секвенування гена 16S рРНК і метагеномне секвенування. Результати показали, що 
ПЛР забезпечує високу чутливість і специфічність для визначення окремих мікроорганізмів, однак обмежується 
у здатності характеризувати загальний мікробіом. Секвенування 16S рРНК є ефективним для таксономічного 
аналізу, проте має обмеження у вивченні функціонального потенціалу мікробіоти. Метагеномне секвенування, 
завдяки своїй здатності ідентифікувати повні геноми мікроорганізмів і оцінювати їхній функціональний потенці-
ал, визнане найбільш інформативним методом, але водночас потребує значних ресурсів і технічної підготовки.

Встановлено, що умови збору, зберігання та транспортування зразків є критично важливими для достовір-
ності результатів аналізу. Особливу увагу приділено фекальним зразкам, які є основним джерелом для неінва-
зивного дослідження мікробіому. Дослідження також продемонструвало ефективність інтеграції різних підходів 
для комплексного вивчення структури й функцій мікробіому. Отримані результати підкреслюють перспектив-
ність використання цих методів для розкриття зв’язків між мікробіотою, фізіологічною адаптацією та спортив-
ною продуктивністю, що може бути основою для індивідуалізації тренувальних програм і профілактики захво-
рювань, асоційованих із дисбіозом.

Ключові слова: метагеноміка, біоінформатика, секвенування нового покоління, мікробіота, генетичне тесту-
вання, секвенування 16S рРНК.

COMPARATIVE ANALYSIS OF CONTEMPORARY METHODS FOR INVESTIGATING THE COMPOSITION OF THE 
HUMAN GUT MICROBIOME 

Palladina O. L., Kaliga A. M. 
Abstract. The human gut microbiome represents a dynamic microbial community comprising bacteria, archaea, 

fungi, and viruses, which interact both with each other and with the host organism. This complex structure plays vital 
roles, including maintaining the barrier function of the intestinal mucosa, synthesizing specific metabolites such as 
short-chain fatty acids, and regulating the immune system. The microbiome also influences the metabolism of macro- 
and micronutrients, facilitating their absorption. In recent years, increased attention has been paid to the role of the 
microbiome in enabling adaptation to physical exertion, which is particularly significant for athletes. An imbalance in the 
composition of the microbiota can lead to disruptions in metabolic processes, reduced immunity, and the development 
of chronic inflammatory conditions. Thus, studying the microbiome becomes a crucial tool for understanding the 
mechanisms that ensure optimal physical performance and overall human health. This study analyzed contemporary 
and widely used methods for studying the gut microbiome, including polymerase chain reaction (PCR), 16S rRNA gene 
sequencing, and metagenomic sequencing. The results demonstrated that PCR provides high sensitivity and specificity 
for detecting individual microorganisms but is limited in its ability to characterize the overall microbiome structure. 16S 
rRNA gene sequencing is effective for taxonomic analysis, though it has limitations in exploring the functional potential 
of the microbiota. Metagenomic sequencing, with its ability to identify complete microbial genomes and evaluate their 
functional potential, was found to be the most informative method, albeit requiring substantial resources and technical 
preparation.

It was established that the conditions for sample collection, storage, and transportation are critical for ensuring 
the reliability of analysis results. Particular attention was given to fecal samples as the primary non-invasive source for 
microbiome research. The study highlighted the effectiveness of integrating different approaches for comprehensive 
investigation of the microbiome’s structure and functions. The findings underscore the potential of these methods 
for uncovering the relationships between microbiota, physiological adaptation, and athletic performance, providing a 
foundation for individualizing training programs and preventing microbiota-related disorders.

Key words: metagenomics, bioinformatics, next-generation sequencing, microbiota, genetic testing, 16S rRNA 
sequencing.
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