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КОЛИЧЕСТВЕННОЕ ОПРЕДЕЛЕНИЕ мРНК БЕТА-ЛАКТАМАЗ В РНК-
ТРАНСКРИПТАХ РЕЗИСТЕНТНЫХ К АНТИБИОТИКАМ БАКТЕРИЙ 
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Разработана методика количественного определения мРНК сериновых бета-лактамаз ТЕМ-типа у
бактерий, устойчивых к бета-лактамным антибиотикам. Методика включает несколько стадий: вы-
деление фракции общей РНК из бактериальной культуры, получение ДНК-мишени бета-лактама-
зы в последовательных реакциях обратной транскрипции и полимеразной цепной реакции с введе-
нием метки – биотина и гибридизацию ДНК-мишени на колориметрических биочипах. Оптимизи-
рованы условия пробоподготовки для увеличения выхода анализируемой ДНК-мишени.
Градуировочная кривая для определения количества мРНК построена с использованием стандарт-
ного образца мРНК бета-лактамазы ТЕМ-1, полученного методом транскрипции in vitro. Преимуще-
ством использования стандартного образца, соответствующего полноразмерному гену blaТЕМ-1, являет-
ся прохождение им всех стадий анализа параллельно с исследуемыми образцами с одинаковой эффек-
тивностью. Предел обнаружения мРНК бета-лактамазы ТЕМ-1 составил 0.40 ± 0.05 амоль/мл, диапазон
определяемых концентраций – от 1.0 амоль/мл до 2000 фмоль/мл, относительное стандартное отклоне-
ние не превышало 12%. Продолжительность анализа после получения бактериальной культуры состав-
ляет около 7 ч. Разработанная методика может быть использована для изучения условий экспрессии
генов бета-лактамаз у резистентных к антимикробным препаратам бактерий.
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Широкое распространение резистентных к
антибиотикам бактерий – возбудителей инфек-
ционных заболеваний – является одной из акту-
альных проблем современной биологии, медици-
ны и фармакологии. Она обострилась в связи с
появлением мульти- и пан-резистентных бакте-
рий, одновременно устойчивых к нескольким
классам, и даже практически ко всем антибиоти-
кам [1–3]. Механизмы резистентности бактерий
разнообразны и включают процессы c участием
ферментов, модифицирующих бактериальные
мишени антибиотиков, изменяющих структуру
самих антибиотиков, нарушающих процессы их
проникновения в бактериальную клетку и актив-
ный вывод из нее [4, 5]. Проблема устойчивости к
антибиотикам является очень широкой и касает-
ся всех микроорганизмов, включая грамотрица-
тельные и грамположительные бактерии. Сочета-

ние нескольких механизмов устойчивости у пато-
генных бактерий существенно осложняет выбор
антимикробных препаратов, особенно при лече-
нии внутрибольничных инфекций, которые раз-
виваются очень быстро у ослабленных паци-
ентов.

Одним из наиболее распространенных видов
резистентности у грамотрицательных бактерий
является их устойчивость к бета-лактамным ан-
тибиотикам – классу антимикробных препара-
тов, наиболее часто используемых в здравоохра-
нении. Так, на долю пенициллинов широкого
спектра и цефалоспоринов приходится соответ-
ственно 39 и 20% от всех используемых в клини-
ческой практике антибиотиков [6, 7]. Основным
механизмом резистентности является гидролиз
антибиотиков бета-лактамазами (БЛ), образую-
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щими суперсемейство из более 2800 ферментов и
различающимися по строению активного центра,
субстратной специфичности и чувствительности
к ингибиторам [8]. Мультирезистентные бакте-
рии часто являются носителями генов несколь-
ких типов БЛ.

Для исследования устойчивых к бета-лактам-
ным антибиотикам бактерий, в том числе мульти-
резистентных, активно используются молекуляр-
но-генетические методы, основанные на иденти-
фикации генов, кодирующих БЛ [9, 10].
В результате постоянно протекающих процессов
эволюции резистентности в экосистемах, в том
числе госпитальных, отмечается феномен разви-
тия гетерорезистентности, связанной с формиро-
ванием смешанной популяции бактерий, рези-
стентных и чувствительных к антимикробным
препаратам [11, 12]. Для изучения механизмов
формирования генетической и фенотипической
гетерорезистентности популяций патогенов, вли-
яния внешних факторов на подавление и актива-
цию генов антибиотикорезистентности у бакте-
рий необходимы методы количественного опре-
деления экспрессирующихся генов через
выявление специфичных мРНК в РНК-тран-
скриптах бактерий. Эти методы должны обладать
высокими специфичностью и чувствительно-
стью, а также широким динамическим диапазо-
ном, позволяющим определять как низкие, так и
высокие уровни экспрессии генов. В связи с раз-
нообразием типов ферментов, обусловливающих
антибиотикорезистентность, методы определе-
ния мРНК должны обладать высокой производи-
тельностью и возможностью одновременного
определения большого набора разных мРНК.

В настоящее время для определения специ-
фичных мРНК в РНК-транскриптах бактерий
применяют полуколичественные методы с ис-
пользованием внутренних контролей: изменение
экспрессии изучаемого гена определяется по от-
ношению к уровню экспрессии контрольного ге-
на (генов). Для этих целей активно развиваются
две технологии: полимеразная цепная реакция в
режиме реального времени (ПЦР-РВ) [13–15] и
использование биочипов высокой плотности
[16]. Обе технологии включают пробоподготовку,
состоящую из выделения общей РНК из бактери-
альной культуры и получения кДНК в реакции
обратной транскрипции (ОТ). Количество одно-
временно определяемых генов в одной реакции
методом ПЦР-РВ ограничено количеством флуо-
рофоров, которые могут быть использованы в ка-
честве метки [17]. Биочипы высокой плотности
характеризуются наиболее высокой мульти-
плексностью – от десятков до сотен и более тысяч
вариантов одновременно идентифицируемых ге-
нов, которая определяется количеством иммоби-
лизованных на биочипе специфичных олигонук-
леотидных зондов.

Технология ПЦР-РВ позволяет оценить коли-
чество мРНК или числа копий гена в одной бак-
териальной клетке, однако для этого необходимо
знать эффективность стадий ОТ и ПЦР, что не
всегда можно определить экспериментально [18].
Биочипы высокой плотности активно применя-
ются для изучения механизмов резистентности
бактерий, они показали свою эффективность для
определения профилей изменения РНК-тран-
скриптомов [19, 20]. Однако, поскольку результа-
ты определения специфичных мРНК являются
относительными, данная технология позволяет
зарегистрировать только существенные измене-
ния в экспрессии генов. Более тонкие эффекты,
связанные с незначительными изменениями
концентраций отдельных мРНК, трудно зафик-
сировать из-за сложностей многоступенчатой
нормировки результатов анализа.

В последние годы для идентификации устой-
чивости к антимикробным препаратам у бакте-
рий активно развивается технология колоримет-
рических биочипов низкой плотности, включаю-
щих не более нескольких десятков специфичных
олигонуклеотидных зондов [21, 22]. Колоримет-
рические биочипы показали свою эффектив-
ность для идентификации генов различных БЛ, в
том числе у клинических патогенных штаммов с
множественной резистентностью к антибиоти-
кам [23–25]. Данные биочипы представляются
более перспективными для практического ис-
пользования в клинической практике по сравне-
нию с биочипами высокой плотности, поскольку
не требуют дорогостоящего оборудования для
проведения анализа и получения результатов.
Подобные биочипы могут входить в состав авто-
матизированных устройств для “диагностики по
месту лечения” (point of care), что существенно
упрощает их применение в клинических лабора-
ториях [26].

До настоящего времени биочипы низкой
плотности применялись в основном для иденти-
фикации генов антибиотикорезистентности в ге-
номах бактерий. Поскольку интенсивность окра-
шивания зон биочипа определяется с высокой
точностью с использованием оптических скане-
ров высокого разрешения, данная технология мо-
жет применяться и для количественного опреде-
ления нуклеиновых кислот.

Цель данного исследования – разработка ме-
тодики определения мРНК БЛ, основанной на
комбинации реакций ОТ и ПЦР с гибридизацией
полученной ДНК-мишени на колориметриче-
ских биочипах в лунках 96-луночных планшетов.
Для определения исследуемой мРНК строили
градуировочную зависимость с использованием
набора стандартных образцов мРНК, полученной
методом транскрипции in vitro. Задачи работы
включали оптимизацию отдельных стадий мето-
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дики, построение градуировочной зависимости с
использованием стандартных образцов мРНК и
применение разработанной методики для опре-
деления мРНК БЛ в контрольном и клинических
образцах грамотрицательных бактерий.

В качестве объекта исследования выбрали се-
риновые БЛ класса А ТЕМ-типа. Данное семей-
ство БЛ включает более 240 ферментов, характе-
ризующихся высокой консервативностью последо-
вательностей с единичными аминокислотными
заменами [27]. БЛ ТЕМ-1 обеспечивает устойчи-
вость бактерий к пенициллинам и цефалоспори-
нам I поколения. Часть мутантов этого фермента,
имеющих единичные аминокислотные замены,
относится к БЛ расширенного спектра (БЛРС),
обусловливающих резистентность бактерий ко
всем пенициллинам и цефалоспоринам. БЛ
ТЕМ-типа достаточно широко распространены
среди клинических штаммов бактерий, а также
почвенных бактерий, они являются удобной мо-
делью для изучения механизмов ферментативно-
го гидролиза и резистентности бактерий к бета-
лактамным антибиотикам [28]. Интерес к опреде-
лению мРНК БЛ ТЕМ-типа обусловлен появле-
нием данных об увеличении экспрессии фермен-
тов этого типа у грамотрицательных бактерий при
применении бета-лактамов в комбинации с бета-
лактамными ингибиторами [29, 30].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Бактериальные штаммы. В работе использова-
ли лабораторные штаммы Escherihia сoli – проду-
центы рекомбинантных БЛ ТЕМ-1, ТЕМ-2,
ТЕМ-12, ТЕМ-18, ТЕМ-129, ТЕМ-160, содержа-
щие плазмиду pET 24d c клонированными генами
соответствующих БЛ под контролем промотора
бактериофага T7 со средним уровнем копийности
по методике, описанной в работе [31], аббревиа-
туры ферментов соответствуют номерам мутант-
ных форм БЛ ТЕМ-типа в международной базе
данных NCBI Beta-Lactamase Data Resources
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pathogens/beta-lact-
amase-data-resources/); клинические штаммы гра-
мотрицательных бактерий, выделенные из кли-
нического материала (моча, эндотрахеальный ас-
пират) (E. coli B-1350/18, E. coli B-2607/18,
Klebsiella. pneumoniae B-1088/17). Клинические
штаммы получены из Государственной коллек-
ции патогенных микроорганизмов “ГКПМ-Обо-
ленск”. Их видовую идентификацию проводили
на приборах VITEK-2 Compact (bioMerieux,
Франция) и MALDI Biotyper (Bruker, Германия).
Интерпретацию результатов проводили согласно
рекомендациям Европейского комитета по те-
стированию антимикробной чувствительности
(The European Committee on Antimicrobial Suscep-
tibility Testing), EUCAST v.10.0 [32].

Культивирование бактерий, выделение нуклеи-
новых кислот, выделение периплазматических
фракций, определение в них ферментативной ак-
тивности БЛ. Бактерии культивировали в трех по-
вторах на жидкой питательной среде LB (Becton
Dickinson, США) при 37°С в течение 18–24 ч, ла-
бораторные штаммы – в присутствии 50 мг/л ка-
намицина, клинические штаммы – в присут-
ствии разных концентраций ампициллина (0, 8,
100, 250 мг/л).

Плазмидную ДНК выделяли из культуры бак-
териальных клеток по методике [33] с использо-
ванием набора Plasmid Midiprep 2.0 (Евроген,
Россия). Фракцию общей РНК выделяли из бак-
териальных клеток набором РНК-экстран (Син-
тол, Россия) по протоколу компании-производи-
теля. Качество полученной РНК контролировали
методом электрофореза в 1%-ном агарозном геле
по наличию двух полос 18S и 28S недеградирован-
ной рРНК. Примесь ДНК удаляли ДНКазой I
(Thermo Scientific, Литва): инкубировали образец
с ДНКазой (2 е. а./мкл) в течение 30 мин при
37°С, реакцию останавливали 4 мМ ЭДТА (ко-
нечная концентрация) и инкубировали 10 мин
при 65°С. Полноту удаления ДНК контролирова-
ли методом ПЦР с использованием праймеров к
фрагменту 16S бактериальной ДНК по отсут-
ствию продукта амплификации [34]. Концентра-
цию нуклеиновых кислот определяли спектрофо-
тометрически на спектрофотометре UV-1602
(Shimadzu, Япония).

Для получения периплазматических фракций
использовали методику [35]: 10 мл бактериальной
культуры осаждали центрифугированием при
3500 g в течение 10 мин на центрифуге (Eppendorf
5810/5810R, Германия) и замораживали осадок
биомассы при –20°С. Клетки разрушали осмоти-
ческим шоком в растворе сахарозы (20%-ная са-
хароза, 10 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, pH 8.0), за-
тем центрифугировали при 12000 g в течение
15 мин при температуре +4°С и отделяли супер-
натант. Ферментативную активность БЛ опреде-
ляли по скорости гидролиза ампициллина: в кю-
вете объемом 1 мл смешивали 50 мМ Na-фосфат-
ного буферного раствора с рН 7.0 с 35 мкл
периплазматической фракции и раствором ампи-
циллина в конечной концентрации 75 мкМ, затем
регистрировали кинетические кривые расхода
ампициллина при длине волны 235 нм (∆ε235 =
= 670 М–1 см–1). Ферментативную активность
определяли как отношение изменения оптиче-
ской плотности за единицу времени к молярному
коэффициенту поглощения согласно формуле:

(1),
ε

OD t
A

Δ
=

Δ
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где  – изменение оптической плотности за
промежуток времени t,  – молярный коэффи-
циент поглощения.

Получение мРНК БЛ ТЕМ-1 методом тран-
скрипции in vitro. Амплифицировали фрагмент
плазмиды, включающий полноразмерный ген БЛ
ТЕМ-1 и участки промотора и терминатора Т7 с
использованием прямого (5'-TCCGGA-
TATAGTTCCTCCTTTCA-3') и обратного (5'-AG-
ATCTCGATCCCGCGAA-3') праймеров, в каче-
стве матрицы использовали фракцию общей
ДНК, выделенной из клеток E. coli – продуцентов
БЛ ТЕМ-1. Синтез мРНК проводили с использо-
ванием набора T7-Transcription (Биолабмикс,
Россия) по методике [36] с увеличенными кон-
центрациями фермента и dNTP: 1 мкл ПЦР-про-
дукта смешивали в объеме 50 мкл с буфером для
транскрипции, смесь dNTP в конечной концен-
трации 1 мМ и Т7 РНК-полимеразой (3 е. а./мкл)
инкубировали в течение 2 ч при 37°С. Излишки
ДНК удаляли с помощью ДНказы (2 е. а./мкл,
37°С, 30 мин). Концентрацию РНК определяли
спектрофотометрически.

Получение первой цепи кДНК в реакции обрат-
ной транскрипции. Первую цепь кДНК получали с
использованием реакции обратной транскрип-
ции по методике [37], в которой меняли состав
праймеров: 2 мкл образца общей РНК и прайме-
ры в конечной концентрации 0.5 мкМ (набор
праймеров случайного состава длиной 10 основа-
ний (Random(dNTP)10), включающий олигонук-
леотид для взаимодействия с поли-dАTP фраг-
ментом на 3'-конце мРНК (Oligo(dTTP)15), или
специфический обратный праймер для БЛ ТЕМ
типа (5'-TTAATCAGTGAGGCACCTAT-3')) про-
гревали (70°С, 2 мин), затем охлаждали на льду и
добавляли 5× буфер (250 мМ Трис-HCl, 250 мМ
KCl, 20 мМ MgCl2, pH 8.3), смесь dNTP в конеч-
ной концентрации 1 мМ, 2 мМ дитиотриэтола и
1 мкл ревертазы MMLV вируса лейкемии летучих
мышей (Евроген, Россия). Смесь инкубировали
(42°С, 1 ч) и останавливали реакцию прогревани-
ем (70°С, 10 мин).

Гибридизационный анализ биотинилированной
ДНК-мишени на биочипах. 96-луночные планше-
ты (Greiner Bio-one Maxisorb, Германия) модифи-
цировали поли-D-лизином (200 мкг/мл в фос-
фатном буферном растворе (ФБ), 50 мкл/лунку) в
термомиксере Thermomixer Comfort (Eppendorf
AG, Гамбург, Германия) (37°C, 1 ч), отмывали ФБ
(2 раза по 10 мин). Затем в лунки добавляли глута-
ровый альдегид (1%-ный раствор в ФБ,
50 мкл/лунку), инкубировали (37°C, 1 ч), отмыва-
ли ФБ (2 раза по 10 мин). Олигонуклеотидные
зонды, модифицированные на 5'-конце амино-
группой и линкером из 13 dTTP, растворяли в бу-
ферном растворе (160 мМ Na2SO4, 130 мМ
Na2HPO4) до конечной концентрации

ODΔ
εΔ

20 пмоль/мкл и наносили в виде матрицы (6 × 6)
в лунки планшетов с использованием робота
XactII™ (LabNextInc., США). Последовательно-
сти олигонуклеотидных зондов для идентифика-
ции БЛ разных типов приведены в табл. 1. Каж-
дый специфичный зонд был нанесен в шести по-
вторах, контрольные зонды – в трех повторах.
Средний размер зоны биочипа с зондом состав-
лял 300 мкм, расстояние между зонами составля-
ло 500 мкм. После нанесения зондов планшет
прогревали (60°C, 20 мин), отмывали ФБ (2 раза
по 10 мин) и блокировали в растворе состава 1%
бычьего сывороточного альбумина (БСА) и 1%
казеина (37°C, 1 ч).

Образец первой цепи кДНК использовали в
качестве матрицы в реакции ПЦР с введением
биотина [38]. Размер амплифицируемых полно-
размерных генов БЛ составлял 851 п. о. Затем по-
лученные ампликоны фрагментировали ДНКа-
зой I (0.1 е. а./30 нг ДНК) в объеме 50 мкл при
комнатной температуре в течение 5 мин. Реакцию
останавливали добавлением 3 мМ ЭДТА и инку-
бировали 10 мин при 65°С. Размер полученных
фрагментов составлял от 50 до 150 п. н. Гибриди-
зацию проводили в термомиксере: 50 мкл ДНК,
меченной биотином, в буферном растворе SSPE
(0.2 М NaH2PO4, 3.0 М NaCl, 20 мМ ЭДТА, 0.1%
додецилсульфата натрия, рН 7.4) и 1 нМ биотини-
лированного контрольного олигонуклеотида ин-
кубировали в лунках планшета (45°C, 2 ч). Затем
планшет отмывали ФБ (45°C, 10 мин), инкубиро-
вали с конъюгатом стрептавидин-пероксидаза
хрена (Имтек, Россия) в ФБ, содержащем 1%
БСА (37°C, 30 мин), отмывали раствором ФБ
(комнатная температура, три раза по 10 мин) и до-
бавляли субстратный раствор (5 мМ 3,3',5,5' –
тетраметилбензидина, 1 мМ H2O2, 0.5% декстран-
сульфата натрия в 0.1 М ацетатном буферном рас-
творе, pH 5.5).

Количественная обработка результатов гибри-
дизационного анализа. Поверхность биочипов в
лунках планшета сканировали на оптическом
сканере Perfection V750 Pro (Epson, Германия) с
разрешением 4800 dpi, цветные изображения по-
лучали в формате TIFF файлов (16 bit). Далее
цветные изображения переводили в монохром-
ные черно-белые с использованием программно-
го обеспечения Adobe Photoshop CS3 и определя-
ли интенсивность окрашивания каждой зоны
биочипа и локального фонового окрашивания
вокруг нее с использованием ScanArray Express
(версия 3.0).

Интенсивность окрашивания (I) определяли
как среднее арифметическое значение интенсив-
ностей окрашивания зоны за вычетом среднего
локального фонового окрашивания по формуле:

(2)( )– ф
 ,

Ii I i
I

n
=
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где Ii – интенсивность окрашивания зоны биочи-
па, Iфi – локальное фоновое значение, n – число
повторов одной зоны на биочипе.

Относительную интенсивность окрашивания
зоны рассчитывали как отношение среднего зна-
чения интенсивности окрашивания данной зоны
к среднему значению окрашивания контрольной
зоны по формуле (3):

(3)

где Iотн – среднее значение относительной интен-
сивности окрашивания зоны, I – среднее значе-
ние интенсивности окрашивания зоны со специ-
фическим зондом для данного типа БЛ, Iконтр –
среднее значение интенсивности окрашивания
зоны положительного контроля гибридизации
(ПКГ).

Статистическую обработку данных проводили с
использованием t-критерия Стьюдента (p < 0.05).

Построение градуировочной кривой для опреде-
ления мРНК БЛ. Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в
стандартных образцах проводили с использова-
нием разработанной методики, включающей по-
следовательные стадии ОТ, ПЦР и гибридизации
на биочипе, как описано выше. Строили градуи-
ровочную зависимость относительной интенсив-
ности окрашивания специфических зон биочипа
от концентрации стандартных образцов мРНК.

Предел обнаружения мРНК БЛ рассчитывали
по формуле:

(4)

где  – значение относительной интенсивно-
сти окрашивания зоны биочипа со специфиче-

отн контр/ ,I I I=

0отн  3 ,с I= + σ

0отнI

ским зондом при гибридизации образца, не со-
держащего мРНК БЛ ТЕМ-типа; σ – стандартное
отклонение фонового сигнала.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Определение специфичных мРНК БЛ включа-
ет несколько этапов: пробоподготовку меченной
биотином ДНК-мишени, гибридизацию ее на
биочипе с иммобилизованными специфически-
ми олигонуклеотидными зондами и детекцию
метки-биотина в дуплексах ДНК, образовавших-
ся в отдельных зонах биочипа (рис. 1). Пробопод-
готовка заключается в выделении фракции общей
РНК из клеточной культуры, получении кДНК в
реакции ОТ и амплификации анализируемого ге-
на БЛ методом ПЦР с одновременным введением
метки-биотина. Стадия детектирования включа-
ет выявление биотина конъюгатом стрептави-
дин-пероксидаза хрена и последующее колоримет-
рическое определение пероксидазы. В результате
ферментативной реакции образуется нераствори-
мый окрашенный продукт синего цвета, адсорби-
рующийся в соответствующей зоне биочипа. Из-
менение интенсивности окраски зон биочипа
пропорционально изменению концентрации
мРНК исследуемого гена в РНК-транскрипте.

Оптимизация условий определения мРНК
включала оптимизацию определения ДНК БЛ на
биочипах и оптимизацию методики пробоподго-
товки.

Оптимизация гибридизационного анализа на ко-
лориметрических биочипах для определения генов
БЛ ТЕМ-типа. Для выявления генов БЛ ТЕМ-ти-

Таблица 1. Последовательности олигонуклеотидных зондов для гибридизационного анализа генов бета-лактамаз
на биочипах

Тип бета-лактамазы 
(молекулярный класс)

Зонд (участок нуклеотидной 
последовательности гена, н.) Олигонуклеотидная последовательность 5'–3'

TEM (класс A) ID1-TEM (362–381) CAGTGCTGCCATAACCATG
ID2-TEM (409–429) CTGACAACGATCGGAGGACCG
ID3-TEM (598–619) GCTTCCCGGCAACAATTAATAG
ID4-TEM (565–589) СGCAAACTATTAACTGGCGAACTAC

SHV (класс A) ID-SHV GTTGATCCGCTCCGTGCTG
CTX-M (класс A) ID-CTX-M TATATCGCGGTGATCTGGCC
OXA (класс D) ID-OXA-48 TGCTGTATCACAATAAGTTACACGTATC
NDM (класс B) ID-NDM TCCAAGTCGCTCGGCAATCTC

– Положительный контроль гибри-
дизации (ПКГ)

TGATTGGACGAGTCAGGAGC

– Отрицательный контроль гибриди-
зации (ОКГ)

TCTAGACAGCCACTCATA

– Контрольный зонд для гибридиза-
ции (ПКГ-Бт*)

Биотин-GCTCCTGACTCGTCCAATC
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па на биочипах протестировали четыре олигонук-
леотидных зонда, последовательность которых
соответствовала четырем консервативным участ-
кам нуклеотидных последовательностей (362–
381, 409–429, 565–589 и 598–619 п. н.) генов фер-
ментов данного семейства. Биочипы включали
специфичные зонды (ID1-TEM, ID2-TEM, ID3-
TEM, ID4-TEM) и два контрольных зонда (поло-
жительный ПКГ и отрицательный ОКГ). После-
довательности зондов приведены в табл. 1. В ка-
честве контрольных зондов использовали после-
довательности олигонуклеотидов, которые не
встречаются у бактерий.

При гибридизации образца ДНК БЛ ТЕМ-1,
меченной биотином, со специфичными олиго-
нуклеотидными зондами интенсивность окраши-

вания зависела от типа зонда, поскольку послед-
ние имели разную структуру и длину и характери-
зовались соответственно разной стабильностью
ДНК-дуплексов (рис. 2). Для всех зондов наблю-
дали прямо пропорциональную зависимость ин-
тенсивности окрашивания зон биочипа от коли-
чества ДНК-мишени. Для дальнейшей работы
выбрали зонд ID1-TEM, соответствующий в нук-
леотидной последовательности гена участку 362–
381 п. н., обеспечивающий наиболее высокие зна-
чения интенсивностей окрашивания зон биочипа
в диапазоне концентраций ДНК-мишени от 100
до 400 нг/биочип.

Для определения ДНК БЛ изготовили биочи-
пы, включающие шесть специфичных олигонук-
леотидных зондов, соответствующих наиболее
клинически значимым типам БЛ различных мо-
лекулярных классов (ТЕМ-, SHV-, CTX-M-типов
(класс А), NDM типа (класс B), OXA-48 типа
(класс D)). Структуру идентификационных зон-
дов выбрали ранее по консервативным участкам
нуклеотидных последовательностей генов соот-
ветствующих БЛ (табл. 1) [24]. Помимо специ-
фичных зондов, каждый биочип включал два
контрольных зонда. Схема расположения зондов
на биочипе представлена на рис. 3.

Биочипы применили для определения ДНК
БЛ ТЕМ-типа с использованием образцов ДНК,
выделенных из клеток E. coli – продуцентов раз-
ных вариантов БЛ (ТЕМ-2, -12, -18, -129, -160),
различающихся единичными аминокислотными
заменами. Ферменты ТЕМ-12, -18, -129 и -160 яв-
ляются БЛРС и содержат замены ключевых ами-
нокислот, приводящие к расширению спектра
субстратной специфичности и устойчивости к
ингибиторам БЛ бета-лактамной структуры. Ре-
зультаты гибридизационного анализа (рис. 4) по-
казали высокую специфичность определения БЛ

Рис. 1. Схема метода определения мРНК БЛ методом гибридизационного анализа на колориметрических биочипах
низкой плотности.
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данного типа: окрашивание зон биочипа со спе-
цифичным зондом ID1-TEM характеризовалось
высокой интенсивностью, при этом интенсив-
ность окрашивания зон с зондами другой специ-
фичности, в том числе с зондами для наиболее
близких структурно БЛ класса А (SHV-и CTX-M-
типов), была низкой. Необходимо отметить хоро-
шую сходимость значений интенсивности при
гибридизации образцов ДНК, соответствующих
разным вариантам БЛ ТЕМ-типа, разброс значе-
ний не превышал 11%, что позволяет использо-
вать гибридизационный анализ на колориметри-
ческих биочипах для определения нуклеиновых
кислот.

Получение кДНК и меченной биотином ДНК-
мишени для гибридизационного анализа. Для опти-
мизации методики пробоподготовки ДНК-ми-
шени изучали условия получения кДНК и ампли-
фикации генов БЛ методом ПЦР с одновремен-
ным введением метки-биотина. На первом этапе
определили оптимальное количество циклов
ПЦР, необходимое для получения достаточной
интенсивности окрашивания специфичных зон
биочипа. В качестве матрицы использовали обра-
зец ДНК, выделенный из клеток штамма E. coli –
продуцента рекомбинантной БЛ ТЕМ-1. Прово-
дили ПЦР в условиях, разработанных ранее для
мультиплексной амплификации БЛ разных клас-
сов в одной реакции, в течение разного количе-
ства циклов реакции. Далее ампликоны гибриди-
зовали на биочипе, определяли интенсивность
окрашивания специфичных зон биочипа и нор-
мировали ее на интенсивность окрашивания зо-
ны положительного контроля. Анализ зависимо-
сти относительных интенсивностей окрашива-
ния зон биочипа от числа циклов (рис. 5а)
показал, что выход реакции начинает увеличи-
ваться после 20 цикла и достигает максимальных
значений после 30 цикла. В дальнейшей работе
использовали 30 циклов для амплификации
ДНК-мишеней.

Получение кДНК проводили в реакции ОТ с
использованием в качестве матрицы фракции об-
щей РНК, выделенной из лабораторного штамма
E. coli. Для увеличения эффективности данной
стадии изучали состав праймеров, в качестве ко-
торых использовали набор праймеров случайного
состава длиной 10 оснований и праймера, вклю-
чающего последовательность из поли-dTTP для
взаимодействия с поли-dATP фрагментом на 3'-
конце мРНК, а также праймер, специфичный для
БЛ ТЕМ-типа, выбранный по консервативному
концевому участку нуклеотидной последователь-
ности гена. Полученные кДНК использовали в
качестве матрицы ПЦР, размер продуктов кото-
рой анализировали электрофоретически
(рис. 5б). Сравнение эффективности использова-

Рис. 3. Расположение специфичных и контрольных олигонуклеотидных зондов на биочипе в лунке 96-луночного
планшета.

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз ТЕМ типа

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз SHV типа

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз CTX-M типа

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз OXA-48

Олигонуклеотидный зонд для идентификации бета-лактамаз NDM

Положительный контроль гибридизации (ПКГ)

Отрицательный контроль гибридизации (ОКГ)

Рис. 4. Интенсивность окрашивания зон биочипа с
иммобилизованными зондами разной специфично-
сти после гибридизации 400 нг ДНК-мишени, полу-
ченной из образцов ДНК разных БЛ ТЕМ-типа
(ТЕМ-1, -2, -12, -18, -129, -160).
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ния в реакции ОТ набора случайных праймеров и
специфичного праймера показывает преимуще-
ства последнего, что объясняется направленным
синтезом кДНК нужной специфичности и отсут-
ствием синтеза нецелевых продуктов. Таким об-
разом, найдены условия последовательных ста-
дий ОТ и ПЦР, в которых выход ДНК-мишени
увеличен в несколько раз по сравнению со стан-
дартными методиками с использованием наборов
праймеров случайного состава.

Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в лабораторном
штамме E. coli. Для получения стандартного об-
разца мРНК использовали плазмиду pET24 BL21
с клонированным геном blaТЕМ-1, выделенную из
клеток штамма E. coli – продуцентов рекомби-
нантной БЛ ТЕМ-1. Методом ПЦР амплифици-
ровали продукт размером 1140 п. н., включающий
полноразмерный ген blaТЕМ-1, совместно с участ-
ками промотора и терминатора бактериофага Т7
(рис. 6а). Этот продукт ПЦР использовали в каче-
стве матрицы для синтеза специфичной мРНК
данной БЛ в реакции транскрипции in vitro. Раз-
мер и чистоту полученного образца мРНК оценива-
ли методом электрофореза в агарозном геле (рис. 6б).
Основным продуктом реакции являлась одноцепо-
чечная мРНК БЛ ТЕМ-1 размером 1095 н. Образец
содержал также примесь ДНК-матрицы размером
1140 п.н., которую удаляли обработкой ДНКазой,

полноту удаления контролировали методом элек-
трофореза. Очищенный от примесей ДНК образец
использовали для приготовления стандартных об-
разцов мРНК БЛ ТЕМ-1 с различными концентра-
циями (от 16500 до 0.0016 фмоль/мл).

Градуировочная зависимость для определения
мРНК БЛ ТЕМ-типа, построенная с использовани-
ем стандартных образцов, приведена на рис. 7а. Пре-
дел обнаружения мРНК БЛ ТЕМ-1 составил 0.40 ±
± 0.05 амоль/мл, диапазон определяемых концен-
траций – от 1.0 амоль/мл до 2000 фмоль/мл, относи-
тельное стандартное отклонение не превышало
12%. Таким образом, разработана методика опре-
деления специфичных мРНК БЛ, которая позво-
лила количественно определять мРНК с высоки-
ми чувствительностью и точностью.

Разработанную методику применили для
определения мРНК БЛ ТЕМ-1 в клетках лабора-
торного штамма E. сoli – продуцента данной БЛ. Из
образцов бактериальных клеток с разной концен-
трацией (от 6 × 106 КОЕ/мл до 5 × 107 КОЕ/мл) вы-
делили фракции общей РНК, в которых опреде-
лили специфичную мРНК (рис. 7б). Для контро-
ля экспрессии БЛ из образцов клеток E. coli с
такой же концентрацией клеток были получены
периплазматические фракции и в них определена
ферментативная активность БЛ ТЕМ-1 в реакции
гидролиза ампициллина (рис. 7в). Сравнение по-

Рис. 5. (а): Относительная интенсивность окрашивания специфичных зон биочипа после гибридизации ПЦР-продук-
тов, полученных с использованием разного числа циклов амплификации. (б): Электрофореграмма продуктов после-
довательных реакций ОТ и ПЦР гена БЛ ТЕМ-1, в качестве матрицы использован образец общей РНК, выделенный
из клеток E. coli-продуцентов (1 × 107 КОЕ/мл). М – смесь ДНК-маркеров известной длины. Реакцию ОТ проводили
с использованием смеси праймеров случайного состава длиной 10 оснований и праймера из 15 dTTP (1) и специфиче-
ского праймера для БЛ ТЕМ-типа (2).
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лученных результатов показало, что концентра-
ция специфичной мРНК линейно зависит от
концентрации клеток, что хорошо коррелирует с
уровнем ферментативной активности в пери-
плазматической фракции этих же клеток.

Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в клинических
образцах грамотрицательных бактерий с разной
чувствительностью к бета-лактамным антибиоти-
кам. Разработанную методику применили для
определения мРНК БЛ ТЕМ-1 в клинических
штаммах E. coli и K. pneumoniae с разным уровнем
чувствительности к бета-лактамным антибиоти-
кам (табл. 2). Два штамма (E. coli B-1350/18 и
K. pneumoniae B-1088/17) были устойчивыми к ам-
пициллину и чувствительными к остальным бета-
лактамам, штамм E. coli B-2607/18 был чувстви-
тельным ко всем бета-лактамным антибиотикам
и использовался как контрольный. Наличие ге-
нов БЛ в препаратах плазмидной ДНК, выделен-
ных из клеток клинических штаммов, определяли
методом гибридизационного анализа на биочи-

пах: у бактерий штаммов E. coli B-1350/18 и
K. pneumoniae B-1088/17 обнаружили ген blaТЕМ-1,
в то время как в контрольном штамме E. coli B-
2607/18 гены БЛ отсутствовали (табл. 2).

Выбранные клинические штаммы культиви-
ровали в присутствии разных концентраций ам-
пициллина и в отсутствие антибиотика. Концен-
трации ампициллина выбрали согласно рекомен-
дациям EUCAST: 8 мг/л – концентрация,
соответствующая пороговой величине чувстви-
тельности к ампициллину у резистентных
штаммов; 100 мг/л – стандартная концентрация,
используемая при лечении ампициллином,
250 мг/л – повышенная концентрация антибио-
тика. Показано, что результаты культивирования
бактерий зависят от типа штамма и концентра-
ции антибиотика в среде культивирования
(табл. 3). В отсутствие антибиотика бактерии всех
исследованных штаммов выросли до одинаковой
концентрации. При увеличении концентрации
антибиотика клетки K. pneumoniae B-1088/17 рос-

Рис. 6. (а): Строение фрагмента плазмиды pET 24 BL21, использованного для получения мРНК БЛ ТЕМ-1. (б): Элек-
трофореграммы продуктов отдельных стадий синтеза мРНК БЛ ТЕМ-1: М – смесь ДНК-маркеров известной длины;
1 – двухцепочечный ПЦР-продукт размером 1140 п. о. – фрагмент плазмиды pET 24 BL 21, включающий ген БЛ ТЕМ-
1 c участками промотора и терминатора бактериофага Т7; 2 – одноцепочечная РНК БЛ ТЕМ-1 размером 1095 о., по-
лученная в реакции транскрипции in vitro с примесью ДНК-матрицы размером 1140 п. о.; 3 – положительный контроль
ПЦР – амплификация полноразмерного гена БЛ ТЕМ-1; 4 – отрицательный контроль ПЦР.
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Таблица 2. Характеристика клинических штаммов грамотрицательных бактерий, использованных в работе

Обозначения: AMP – ампициллин, CAZ – цефтазидим, MER – меропенем, AZT – азтреонам.

Вид 
бактерий Штамм Источник 

выделения

МПК антибиотиков, мг/л Плазмидно-
локализован-
ные гены БЛAMP CAZ MER AZT

E. coli B-1350/18 Моча 256 0.5 0.25 0.5 blaTEM-1

K. pneumoniae B-1088/17 Аспират ≥256 1 0.25 0.25 blaTEM-1

E. coli B-2607/18 
(контроль)

Аспират 4 0.25 0.25 0.25 –
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ли только при низких концентрациях антибиоти-
ка (8 мг/л), при увеличении концентрации анти-
биотика от 100 мг/л клетки не росли, хотя по дан-
ным фенотипических тестов минимальная
подавляющая концентрация (МПК) ампицилли-
на для данного штамма превышала значение 256
мг/л. Клетки штамма E. coli B-1350/18 росли в
присутствии всех использованных концентраций
ампициллина, включая концентрацию, близкую
к значению МПК.

Из бактериальных культур, выросших в при-
сутствии антибиотика, выделяли общую РНК и
анализировали описанным выше методом гибри-
дизационного анализа на биочипах. Интенсив-
ность окрашивания специфичных зон биочипа
нормировали на интенсивность окрашивания зо-
ны положительного контроля. Результаты опре-
деления концентрации мРНК БЛ ТЕМ-1 в РНК-
транскриптах клинических штаммов приведены

на рис. 8. Культивирование штамма E. coli B-
1350/18 в присутствии повышенных концентра-
ций ампициллина (более 100 мг/л) индуцировало
увеличение экспрессии гена blaТЕМ-1 примерно в
10 раз. Культивирование в присутствии понижен-
ных концентраций ампициллина (8 мг/л) снижа-
ло экспрессию гена blaТЕМ-1 у обоих резистентных
к ампициллину штаммов. Экспрессии гена
blaТЕМ-1 у чувствительного к ампициллину штам-
ма E. coli B-2607/18 не наблюдали.

* * *
Разработанная нами методика определения

специфичных мРНК на колориметрических био-
чипах характеризуется высокой чувствительно-
стью и существенно более высокой точностью по
сравнению с методом ПЦР-РВ благодаря приме-
нению классического подхода биоаналитической

Рис.7. (а): Градуировочная зависимость интенсивности окрашивания зон биочипа от концентрации мРНК БЛ ТЕМ-
1; (б): определение концентрации мРНК ТЕМ-1 в образцах клеток лабораторного штамма E. coli; (в): определение
ферментативной активности БЛ ТЕМ-1 в реакции гидролиза ампициллина в периплазматических фракциях клеток
лабораторного штамма E. coli.
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химии – определения мРНК по градуировочной
кривой, построенной с использованием стан-
дартных образцов мРНК той же специфичности,
в отличие от используемых ранее методов норми-
рования на результат определения мРНК рефе-
ренсного или контрольного гена [18, 39]. Стоит
подчеркнуть, что выбор гена, экспрессия которо-
го не зависит от условий эксперимента, представ-
ляет сложную задачу, использование нескольких
контрольных генов существенно усложняет ана-
лиз и обработку результатов [40, 41].

К преимуществам использованного нами под-
хода, основанного на анализе стандартных образ-
цов, относится размер молекул мРНК, соответ-
ствующий полноразмерному гену БЛ. Ранее по-
казано, что использование в качестве стандартов
ДНК конструкций, представляющих собой не-
большой фрагмент определяемого гена, не позво-
ляет правильно определять количество мРНК в
транскриптомном анализе бактерий из-за разли-
чий в эффективности синтеза меченых мРНК
разного размера [42]. Другим преимуществом ис-
пользования стандартных образцов мРНК, про-
ходящих все стадии анализа вместе с исследуемы-
ми образцами, является отсутствие необходимо-
сти определения эффективности отдельных
стадий пробоподготовки (ОТ и ПЦР), что требу-
ется при количественном определении экспрес-
сии генов методом ПЦР-РВ [18, 43]. Точное опре-
деление эффективности этих стадий часто невоз-
можно, так как она зависит от концентрации
мРНК, структуры праймеров и выбранных генов.

Мы показали применимость разработанного
подхода для определения экспрессии генов БЛ в
РНК-транскриптах клинических штаммов се-
мейства Enterobacteriaceae, выращенных в при-
сутствии различных концентраций ампицилли-
на, которые соответствуют концентрациям, ис-
пользуемым в клинической практике. Следует
отметить высокую точность результатов опреде-
ления мРНК в широком диапазоне концентра-
ций, достигнутую благодаря использованию
стандартных образцов для построения градуиро-

вочной зависимости. Таким образом, использо-
вание новой методики позволяет перейти от по-
луколичественного анализа транскриптов генов,
принятому в ПЦР-РВ, к количественному, что
необходимо при изучении молекулярных меха-
низмов индукции генов антибиотикорезистент-
ности у бактерий с множественной устойчиво-
стью к антибиотикам.

Размещение биочипов в лунках 96-луночного
планшета позволяет существенно увеличить про-
изводительность методики. В данной работе
определяли мРНК БЛ одного типа, однако ис-
пользуемый принцип мультианализа с размеще-
нием олигонуклеотидных зондов разной специ-
фичности позволит определять на одном биочипе
до десяти типов транскриптов генов. В настоящее
время продолжительность анализа составляет
около 7 ч, в дальнейшем она может быть сокра-
щена при совмещении стадий ОТ и ПЦР и авто-
матизации процессов отмывки.

Таким образом, разработанная методика опре-
деления специфичных мРНК БЛ в РНК-тран-
скриптах бактериальных клеток может быть ис-
пользована для контроля экспрессируемых БЛ

Таблица 3. Результаты определения концентрации клеток грамотрицательных бактерий, выращенных в присут-
ствии различных концентраций ампициллина

Вид бактерий Штамм

Концентрация 
клеток, 

выращенных 
в среде без 

антибиотика, 
КОЕ/мл

Концентрация клеток, выращенных в присутствии 
ампициллина, КОЕ/мл

8 мг/л 100 мг/л 250 мг/л

E. coli B-1350/18 1 × 109 8 × 108 6 × 108 5 × 108

K. pneumoniae B-1088/17 1 × 109 1 × 109 Нет роста Нет роста

E. coli B-2607/18 (контроль) 1 × 109 Нет роста Нет роста Нет роста

Рис. 8. Определение мРНК БЛ ТЕМ-1 в РНК-тран-
скриптах клинических штаммов семейства Entero-
bacteriaceae, культивированных в присутствии ампи-
циллина.
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мультирезистентными к антибиотикам штамма-
ми в клинических лабораториях, а также для изу-
чения механизмов формирования устойчивости
бактерий к антибиотикам. Дальнейшая оптими-
зация методики будет состоять в объединении
стадий ОТ и ПЦР и увеличении количества опре-
деляемых специфичных мРНК БЛ.

Работа выполнена при финансовой поддержке
Госзадания МГУ им. М.В. Ломоносова по теме
АААА-А21-121011290089-4 и РФФИ (Грант 19-34-
50071).
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