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I. ВВЕДЕНИЕ
Микроорганизмы семейства Enterobacteriaceae являются одними из 
наиболее распространенных возбудителей инфекционных забо ле ва-
ний, включая госпитальные инфекции. Для их лечения в качестве 
антибактериальных средств применяются бета-лактамные анти био-
тики, которые в настоящее время составляют более половины всех 
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исполь зуемых в мире антибиотиков. Однако, все чаще встречаются 
случаи клинической неэффективности лекарственной терапии 
дан ной группой антибиотиков вследствие развития устойчивости 
микро организмов к их действию. Этот биологический феномен 
получил название «антибиотикорезистентности». Проблема устой-
чивости бактерий к антимикробным препаратам появилась практи-
чески одновременно с началом использования антибиотиков – в 
40-х годах ХХ века. Уже через год после начала применения 
пени цил лина у золотистого стафилококка обнаружился фермент 
пени цил линаза, разрушающий этот антибиотик. В 70-е годы ХХ 
века появились данные о микроорганизмах, устойчивых к груп пам 
определенных антибиотиков, а уже в конце ХХ века были опи саны 
штаммы микроорганизмов, устойчивые ко всем известным анти-
биотикам. Таким образом, изучение проблем, связанных с анти-
био тикорезистентностью, и поиск способов их преодоления стало 
актуаль ным для всего мира. 
 Основным механизмом возникновения резистентности микро-
орга низмов семейства Enterobacteriaceae к бета-лактамным антибио-
тикам является появление в их генах случайных мутаций, которые 
могут изменять спектр активности бактериальных ферментов. 
Бактериальные ферменты, способные расщеплять бета-лактамные 
антибиотики, известны под названием бета-лактамаз. Бета-лак та-
мазы представляют собой суперсемейство генетически и функ цио-
нально различных ферментов, которые объединяет спо соб ность 
разрушать бета-лактамное кольцо, в результате чего анти био тик 
теряет свою антимикробную активность. В настоящее время в 
клинической практике основную проблему составляют грам-от ри-
ца тельные возбудители семейства Enterobacteriacea, резис тентные 
к цефалоспоринам III поколения. Они продуцируют так называмые 
бета-лактамазы расширенного спектра – БЛРС (ESBL – extended 
spectrum beta-lactamases) [1]. Первые БЛРС, являвшиеся производ-
ными бета-лактамаз широкого спектра, были обнаружены в середине 
80-х годов ХХ века. К настоящему времени описано около 300 таких 
ферментов, и этот список постоянно пополняется.
 БЛРС выявлены у всех представителей семейства Enterobacteria-
ceae, а также у Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter baumanii. В 
большинстве случаев гены БЛРС локализованы на плазмидах, что 
является причиной чрезвычайно быстрого распространения резис тент-
ных возбудителей по всему миру [2, 3]. Это осложняет постановку 
правильного диагноза и выбор адекватного способа лечения, резуль-
татом чего является увеличение случаев неэффективности терапии, 
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увеличение продолжительности и стоимости лечения [4, 5]. Таким 
образом, необходимость проведения эффективной лабораторной 
диагностики продукции грам-отрицательными микроорганизмами 
БЛРС становится очевидной. К практически важной особенности 
бета-лактамаз следует отнести трудность их детекции в рутинной 
практике. Стандартные клинические методы определения природы 
патогенов, вызывающих инфекционные заболевания, и выявление их 
устойчивости к антибиотикам основаны на фенотипической харак-
те ристике микроорганизмов-возбудителей. Эти методы детекции 
БЛРС позволяют в лучшем случае оценить факт наличия фермента, 
но не могут дать информации о том, какой именно из ферментов при-
сутствует. Кроме того, эти методы трудно использовать при анализе 
множественной резистентности – устойчивости к нескольким группам 
антибиотиков одновременно, а число таких случаев увеличивается. 
 Широкое распространение бета-лактамаз и возникновение 
множественной резистентности обуславливает необходимость одно-
вре менного определения нескольких генов, а также мутаций в них, 
т.е. проведение мультипараметрического анализа. Перспективными 
для решения подобных задач являются молекулярно-биологические 
методы анализа генов. Исследования в области химии и биохимии 
нуклеиновых кислот, проводившиеся в последние десятилетия, 
при вели не только к революционным преобразованиям в биологии, 
но и оказали большое влияние на развитие новых методов в био тех-
нологии и генной инженерии, включая технологии, которые могут 
при меняться для мультипараметрического анализа структуры генов и 
для определения в них точечных мутаций на молекулярном уровне.
В последние годы опубликовано несколько обзоров, посвященных 
резистентности микроорганизмов к бета-лактамным антибиотикам, 
распространенности и свойствам ферментов семейства бета-лактамаз 
[6–9]. В то же время отсутствуют обзоры по молекулярно-биологичес-
ким методам детекции бета-лактамаз, позволяющим одновременно 
опре делять несколько детерминант антибиотикорезистенности. 
Целью настоящего обзора является обобщение имеющихся в 
лите ра туре данных в этой области. Отдельные главы посвящены 
мето дам мультипараметрического гибридизационного анализа для 
опре де ления нескольких детерминант антибиотикорезистентности 
и идентификации БЛРС.
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II. АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ, 
ОБУСЛОВЛЕННАЯ БЕТА-ЛАКТАМАЗАМИ

Термин «антибиотикорезистентность» характеризует явление устой-
чивости бактерий – возбудителей инфекционных заболеваний к 
действию антибиотиков и является частным случаем более общего 
явления «антимикробной резистентности» – устойчивости возбу ди те-
лей инфекционных заболеваний различной природы (бактерий, виру-
сов, простейших) к действию лекарственных препаратов. Одним из 
наибо лее широко применяемых классов антибиотиков являются бета-
лактам ные антибиотики (бета-лактамы). Бета-лактамы представляют 
собой полярные гидрофильные соединения, проникающие в клетки 
бакте рий через пориновые каналы внешней мембраны [10]. По хими-
чес кому строению бета-лактамы разделяются на несколько групп, 
общим компонентом которых является наличие бета-лактамного 
кольца (таблица 1). Для лечения инфекций, вызванных грам-положи-
тель ными и грам-отрицательными бактериями, наиболее часто 
используются цефалоспорины. Антибиотики группы пенициллинов 
наибо лее часто используются для лечения инфекций, вызванных 
грам-положительными патогенными микроорганизмами. В последнее 
время возросло использование карбапенемов как антибиотиков широ-
кого спектра действия. 
 Механизм действия бета-лактамов заключается в связывании 
их с ферментами транс- и карбоксипептидазами, называемыми 
пенициллинсвязывающими белками (ПСБ) и участвующими в обра-
зо вании пептидогликановых цепей внутренней мембраны бактерий. 
При взаимодействии ПСБ с бета-лактамными антибиотиками синтез 
пептидогликана нарушается, клетка перестает делиться и погибает. 
Связывание антибиотика с ПСБ происходит благодаря сродству 
бета-лактамной структуры и структуры активного центра ПСБ. 
Поэтому наличие бета-лактамного кольца является необходимым 
для проявления антибактериальной активности антибиотика. При 
взаимо действии бета-лактамного антибиотика с ПСБ образуется 
комп лекс ацил-фермент и разрушается связь C–N в четырехчленном 
цикле бета-лактамного кольца.
 В ходе эволюции в некоторых ПСБ возникали точечные мутации, 
благодаря которым появились ферменты бета-лактамазы, способные 
гидролизовать бета-лактамное кольцо антибиотиков. Сравнительный 
ана лиз всех последовательностей ПСБ и бета-лактамаз подтверждает 
гипотезу о наличии у этих белков общего предшественника [11]. 
 К настоящему времени выявлены следующие механизмы 
воз ник но вения резистентности бактерий к бета-лактам ным анти-
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Группа Структура

Пенициллины

Цефалоспорины

Монобактамы

Карбапенемы

Таблица 1.
Строение основных групп бета-лактамных антибиотиков

(бета-лактамное кольцо обозначено пунктиром)
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био ти кам: 1) синтез ферментов бета-лактамаз, разрушающих анти-
био тики [11–13]; 2) снижение проницаемости внешней мембраны 
бактерий вследствие потери или сниженной экспрессии поринов 
[14]; 3) изменение структуры ПСБ [15]; 4) активное выведение 
антибиотика из клетки микроорганизма (система эффлюкса) [16, 
17]. Синтез бета-лактамаз рассматривается как основной механизм, 
обеспечивающий устойчивость клинически важных штаммов грам-
отрицательных бактерий к бета-лактамным антибиотикам [6, 18, 
19]. Генетические мутации, приводящие к замене всего нескольких 
аминокислот в белковой последовательности, изменяют структуру 
фермента таким образом, что спектр гидролизуемых им антибиотиков 
значительно расширяется [20, 21]. Мутации могут возникать доста-
точно быстро – известны случаи, когда микроорганизмы становились 
нечувствительными к антибиотикам в течение курса лечения.
 Резистентность может быть природной и приобретенной. Истин-
ная природная устойчивость характеризуется отсутствием у микро ор-
га низмов мишени для проявления действия антибиотика. Некоторые 
микроорганизмы способны продуцировать хромосомно-кодируемые 
бета-лактамазы, например Klebsiella pneumoniae продуцирует бета-
лак тамазу SHV-1, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Cit ro-
bac ter freundi, Serrata spp. и Pseudomonas aeroginosa продуцируют 
бета-лактамазы класса С. Под приобретенной или вторичной 
устой чивостью понимают свойство отдельных штаммов бактерий 
сохра нять жизнеспособность при концентрациях антибиотиков, 
подав ляющих основную часть микробной популяции. Возможны 
ситуа ции, когда большая часть популяции проявляет приобретенную 
устой чивость. Формирование приобретенной резистентности во 
всех случаях обусловлено приобретением новой генетической 
инфор мации или изменением уровня экспрессии собственных 
генов. Чаще всего детерминанты вторичной резистентности приоб-
ре таются с подвижными генетическими элементами. Устойчивость 
микро организмов семейства Enterobacteriaceae к бета-лактамным 
антибиотикам относится именно к приобретенной резистентности. 
Гены БЛРС переносятся различными подвижными генетическими 
элемен тами – плазмидами, транспозонами, IS-элементами, интег ро-
нами класса 1, интегронами, содержащими ISCR1 элемент [22, 23]. Раз-
но образие способов генетической передачи способствует быст рому 
распространению этих генов. С точки зрения диагностики именно 
детек ция возникновения и передачи приобретенной резистентности 
состав ляет основную проблему, поскольку ее наличие у возбудителя 
инфек ционного заболевания невозможно прогнозировать.
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КЛАССИФИКАЦИЯ БЕТА-ЛАКТАМАЗ

К настоящему времени описано более 500 различных бета-лактамаз 
и это количество стремительно растет с каждым годом. Само 
семейство этих ферментов вполне может называться суперсемейст-
вом, поскольку оно объединяет несколько огромных групп или подсе-
мейств, различающихся по свойствам ферментов. Объединяет их 
способность гидролизовать бета-лактамные антибиотики, а различия 
включают происхождение ферментов, структуру аминокислотных 
пос ледовательностей, спектр субстратной специфичности, ката ли ти-
чес кие параметры, чувствительность к ингибиторам. Неоднократно 
предпринимались попытки классификации этих ферментов. Первые 
способы классификации основывались на сравнении функциональ-
ной активности – способности ферментов расщеплять разные классы 
бета-лактамных соединений (пенициллины, цефалоспорины, моно-
бак тамы, карбапенемы), чувствительности к действию ингибиторов 
и различиях в биохимических параметрах [24–26]. В результате 
была создана схема классификации бета-лактамаз по нескольким 
функцио нальным группам [27]. Также был предложен другой способ 
классификации бета-лактамаз – молекулярная классификация на 
основе общности структурных особенностей [28]. На основании 
определения уровня гомологии, наличия консервативных участков 
в первичной структуре ферментов и строения активного центра 
выде ляют четыре молекулярных класса. Каждый из способов класси-
фи кации имеет свои достоинства и недостатки, но ни один из них 
не является исчерпывающим, поэтому часто их используют вместе. 
В таблице 2 приводятся данные по классификации бета-лактамаз 
с использованием деления на молекулярные классы, а также на 
функциональные группы.
 В первую функциональную группу входят ферменты, относя-
щиеся к молекулярному классу С (бета-лактамазы AmpC типа), они 
могут быть как хромосомно-, так и плазмидно-кодируемыми [30]. 
Характерной особенностью этой группы является их более высокая 
активность к цефалоспоринам по сравнению с пенициллинами, также 
эти ферменты малочувствительны к действию ингибиторов.
 Во вторую функциональную группу, наиболее обширную и раз-
нообразную, входят бета-лактамазы молекулярных классов А и D. 
Гены ферментов этой группы входят в состав плазмид, поэтому эффек-
тивность их переноса между различными штаммами, а следовательно, 
и скорость распространения очень высоки. К группе 2а относятся 
бета-лактамазы грам-положительных бактерий Staphylococcus spp. 
и Bacillus spp. Эти ферменты наиболее эффективны в отношении 
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Таблица 2.
Классификация бета-лактамаз

Функ цио-
наль ная 
груп па

Под-
группа

Моле -
куля-
рный 
класс

Основной
субстрат

Особенности бета-лактамаз –
представителей

1 1 C Все группы бета-
лак там ных анти-
биотиков, кроме 
карбапенемов

Хромосомно-кодируемые 
AmpC бета-лактамазы, неко-
торые плазмидно-кодируемые 
AmpC бета-лактамазы, не 
инги бируются клавулановой 
кислотой.

2 2a A Пенициллины Пенициллиназы грам-положи-
тельных бактерий, ингиби ру-
ются клавулановой кислотой.

2b A Пенициллины, 
цефалоспорины

Бета-лактамазы широкого 
спектра (ТЕМ-1, ТЕМ-2, 
SHV-1), ингибируются клаву-
лановой кислотой.

2be A Пенициллины, 
цефалоспорины, 
монобактамы

Бета-лактамазы расширен ного 
спектра (БЛРС), инги би руются 
клавулановой кислотой.

2br A Пенициллины Ингибитор-резистентные бета-
лак та мазы типов ТЕМ, SHV

2c A Пенициллины, 
карбенициллин

Бета-лактамазы PSE типа, гид-
ролизующие карбени циллин

2e A Цефалоспорины Индуцибельные цефалоспори-
назы из Proteus spp., ингибиру-
ются клавулановой кислотой.

2f A Пенициллины, 
цефалоспорины, 
карбапенемы

Сериновые карбапенемазы, 
ингибируются клавулановой 
кислотой.

2d D Пенициллины, 
оксациллин

Бета-лактамазы OXA типа, 
гидро лизующие оксациллин, 
в основном, ингибируются 
клавулановой кислотой.

3 3a, 3b, 
3c

B Большинство 
бета-лактамов, 
включая 
карбапенемы 

Металло-бета-лактамазы, не 
ингибируются клавулановой 
кислотой, ингибируются 
ЭДТА.

4 Не 
опр.

Пенициллины Пенициллиназы, не относящие-
ся к другим группам.
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пенициллинов (за исключением оксациллина и его аналогов). 
Самыми известными представителями группы 2b являются бета-
лак тамазы TEM-1, TEM-2 и SHV-1. Наиболее эффективно эти 
фер менты также гидролизуют пенициллины (за исключением 
уреидо пенициллинов). В подгруппу 2be входят так называемые бета-
лакта мазы расширенного спектра (БЛРС), они являются мутантами 
ферментов TEM-1 и SHV-1 и могут эффективно расщеплять не только 
пени циллины, но и и цефалоспорины I-IV поколений. К этой же группе 
относятся многочисленные бета-лактамазы СТХ-М типа, эффективно 
гидролизующие цефотаксим. В отдельную группу 2br выделены 
мутанты ТЕМ и SHV типов, устойчивые к действию ингибиторов. 
К группе 2с относятся бета-лактамазы PSE грамо-трицательных 
бак терий, способные гидролизовать карбенициллин. К группе 2d 
отно сятся бета-лактамазы OXA типа, которые входят в отдельный 
моле кулярный класс D. Часть этих ферментов имеет фенотип БЛРС. 
Встречаются они, в основном, у штаммов P. aeroginosa и A. baumanii. 
Считается, что ключевой является мутация в положении 167. Гены 
цефал лоспориназ группы 2e локализованы на хромосомах. Они 
могут нахо диться как под контролем индуцибельных (P. vulgaris, C. 
diver sus), так и конститутивных (Bacteroides spp., Stenotrophomonus 
maltohilia) промоторов. Группу 2f образуют карбапенемазы – бета-
лак тамазы, способные гидролизовать карбапенемы. 
 В третью функциональную группу входят цинк-содержащие бета-
лактамазы. Вследствие этого они получили название металло-бета-
лактамаз [31, 32]. По молекулярной классификации они относятся 
к классу В. Ферменты этой группы эффективно расщепляют все 
типы бета-лактамных антибиотиков, включая карбапенемы. Они 
нечувствительны к действию ингибиторов клавулановой кислоты, 
сульбактама и тазобактама, в культуре могут ингибироваться 
хелатными агентами, например, ЭДТА.
 По механизму действия все бета-лактамазы делятся на сериновые 
(содержащие серин в активном центре фермента) и металло-фер-
менты. К сериновым ферментам относятся бета-лактамазы моле ку-
ляр ных классов A, C и D, к металло – бета-лактамазы класса В.
 Наибольшее внимание исследователей в последнее время 
прив лечено к проблеме изучения свойств плазмидно-кодируемых 
БЛРС [3, 33]. Термин БЛРС, первоначально был использован для 
обоз начения мутантов бета-лактамаз ТЕМ и SHV типов функцио-
наль ной подгруппы 2be, обладающих способностью гидролизовать 
окси имино-цефалоспорины. Впоследствии значение этого термина 
было существенно расширено. К БЛРС стали относить: ферменты со 
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сход ным профилем субстратной специфичности, но отличающихся по 
структуре ферментов СТХ-М и VEB типов; мутанты TEM и SHV типов 
с пограничной активностью в отношении цефалоспоринов, например, 
TEM-12; бета-лактамазы с различным уровнем резистентности, не 
входящие в функциональную подгруппу 2be, например, бета-лак-
та мазы OXA типа и мутанты AmpC бета-лактамаз с увеличенной 
ферментативной активностью в отношении цефепима [34].

РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ БЕТА-ЛАКТАМАЗ РАСШИРЕННОГО 
СПЕКТРА КЛАССА А

Изучением распространения бета-лактамаз, в том числе БЛРС, 
активно занимаются во многих странах мира. Постоянно растет число 
публикаций, в которых приводятся данные по распространенности 
БЛРС в отдельных лечебных учреждениях, регионах и странах. Дан-
ные, полученные в Европе [35–37], Северной [38] и Южной Америке 
[39], Канаде [40], странах Азиатского региона [41, 42], на Ближнем 
Востоке [43], свидетельствуют о росте устойчивости возбудителей 
нозокомиальных, т.е. внутрибольничных, и внебольничных инфекций 
к бета-лактамным анти биотикам и значительной распространенности 
именно БЛРС, что является серьезной проблемой для здравоохране-
ния. При срав ни тельном анализе приводимых данных можно 
заключить, что доля БЛРС среди возбудителей E. coli и Kl. pneumoniae 
в странах Восточной и Южной Европы, Южной Америки, странах 
Азии достигает уже 30% и более; в странах Северной Европы, Север-
ной Америке и Канаде – в среднем, существенно ниже и не превы-
шает 10–15 %. Если в 1990-х годах в Европе преимущественно об на-
руживали бета-лактамазы TEM и SHV типов, то с началом XXI века 
ситуация резко изменилась, и доми нирующим типом в Европе, Азии 
и Южной Америке в настоя щее время является тип СТХ-М [44–49]. 
Рост доли бета-лактамаз СТХ-М типа носит экспоненциальный 
харак тер, и его уже называют пан демическим [50]. Предполагается, 
что такая высокая скорость распространения обусловлена не только 
воз ник новением новых мутантов, а эффективным переносом генов 
в составе плазмид и мобиль ных генетических элементов. В США 
ситуа ция остается преж ней – наиболее распространенными являются 
бета-лактамазы SHV и TEM типов, ферменты СТХ-М типа были 
выяв лены только у боль ных, инфицированных за пределами страны 
[35, 51].
 Исследования по изучению антибиотикорезистентности, в том 
числе резистенности к бета-лактамным антибиотикам, проводятся 
и в России, результаты их опубликованы в нескольких работах 
[52–55]. В них отмечается, что распространение устойчивости к 
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бета-лактамам среди возбудителей семейства Enterobacteriaceae 
достигает в среднем 50–60% для нозокомиальных инфекций и уже 
превратилось в национальную проблему. Установлено, что проис-
хо дит рост числа штаммов, имеющих одновременно гены двух, 
трех и даже четырех типов бета-лактамаз. Число таких штаммов 
дости гает уже около 30%. Соотношение типов БЛРС, выявленных 
в России, соответствует данным по распространению различных 
типов БЛРС в Восточной Европе: значительно превалируют бета-
лакта мазы СТХ-М типа (около 80%), с достаточно высокой частотой 
встречаются бета-лактамазы SHV типа. Среди обнаруженных генов 
СТХ-М типа наиболее распространены ферменты, относящиеся к 
субкластеру СТХ-М-1. В последние годы отмечается значительный 
рост встречаемости бета-лактамаз субкластера СТХ-М-9 [52, 56].

РАЗНООБРАЗИЕ ОСНОВНЫХ ТИПОВ БЕТА-ЛАКТАМАЗ 
РАСШИРЕННОГО СПЕКТРА КЛАССА А

Исходя из данных по изучению молекулярных механизмов устойчи-
вости бактерий к бета-лактамным антибиотикам и распространен-
ности разных молекулярных классов и функциональных групп 
бета-лактамаз, особое внимание исследователей направлено на 
изу чение трех основных типов БЛРС: бета-лактамаз TEM, SHV и 
CTX-M типов. Все они содержат серин в активном центре и имеют 
моле кулярную массу около 29 Кда. Ниже будут кратко рассмотрены 
основные особенности строения этих ферментов.

Бета-лактамазы ТЕМ типа
Первым охарактеризованным ферментом этой группы была пени-
цил лаза ТЕМ-1, обнаруженная в клетках E. coli, выделенных из 
крови инфицированного пациента [57]. Позже плазмиды с ТЕМ-1 
были найдены в штаммах других представителей семейства Ente ro-
bacteriaceae, в штаммах Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus infl uen-
zae, Neisseria gonorrhoeae и др. Через несколько лет был выде лен 
фермент ТЕМ-2, отличавшийся одной аминокислотной мута цией 
Gln39Lys с таким же профилем субстратной специфичности [58]. 
Однако уже следующий обнаруженный фермент ТЕМ-3 харак те-
ризовался второй мутацией Glu104Lys в дополнение к уже опи сан-
ной мутации в положении 39. Этот фермент был способен гидро-
ли зовать цефалоспорины и, таким образом, имел более широкий 
спектр субстратной специфичности [58]. К настоящему времени 
описано уже более 170 представителей ферментов данного типа, и 
база данных бета-лактамаз (http://www.lahey.org/studies) постоянно 
попол няется. Первичная структура фермента ТЕМ-1 включает 
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288 аминокислотных остатков. Все описанные производные бета-
лакта маз ТЕМ типа являются вариантами бета-лактамазы ТЕМ-1 и 
отличаются от исходного фермента единичными аминокислотными 
заменами (от одной до семи). В настоящее время мутации найдены 
в 60 положениях, однако частота мутаций в каждом положении 
сильно варьирует. 90 ферментов ТЕМ типа относятся в типу БЛРС. 
На рис. 1 представлено распределение выявленных к настоящему 
времени мутаций в аминокислотной последовательности бета-
лактамазы ТЕМ-1, выполненное на основе информации, имеющейся 
в международной базе данных GenBank. Наиболее часто встречаются 
мутации в положениях 21, 39, 69, 104, 164, 182, 238, 240, 244, 265 и 
275. Среди них ключевыми для расширения профиля субстратной 
специфичности считаются мутации в положениях 104, 164, 238 и 240. 
Установлено, что введение в ТЕМ-1 замен Glu104Lys, Arg164Ser(His), 
Glu240Lys приводит к изменению общего заряда белковой глобулы. 
Мутация Gly238Ser приводит к появлению ферментов, способных 
одинаково хорошо разрушать цефотаксим и цефтазидим, в то время 
как ферменты, содержащие мутацию Arg164Ser, более активны с 
цефтазидимом и менее – с цефотаксимом [6]. Существуют мутации, 
приводящие к появлению ферментов, нечувствительных к действию 
ингибиторов (фенотип устойчивости ИРТ, подгруппа 2br) [60]. 
Поло жения мутаций, определяющие устойчивость к действию 
ингибиторов: 69, 244, 275 и 276 [61]. Комбинация мутаций первого 
и второго типа позволяет получить варианты ТЕМ, обладающие 
обоими типами устойчивости – БЛСР +ИРТ. 6 пар бета-лактамаз 
(ТЕМ-1 и ТЕМ-98, ТЕМ-3 и ТЕМ-14, ТЕМ-10 и ТЕМ-23, ТЕМ-30 
и ТЕМ-99, ТЕМ-34 и ТЕМ-97, ТЕМ-63 и ТЕМ-64) идентичны по 
струк туре. Использование методов случайного и направленного 
мутагенеза [62], инсерционного мутагенеза [63] позволило получить 
искусственно синтезированные мутанты c расширенным спектром 
активности и даже предсказать появление новых субтипов ТЕМ бета-
лактамаз до того, как они были выделены клинически.

Бета-лактамазы SHV типа
Ферменты этого типа появились вторыми после бета-лактамаз ТЕМ 
типа. Особенностью бета-лактамаз этого типа, продуцируемых 
Klebsiella pneumoniae, является наличие хромосомно кодируемой 
бета-лактамазы SHV-1 [1]. При этом широко распространен фермент 
SHV-1, кодируемый геном, локализованным на плазмидах. Мутант 
SHV-2, отличающийся одной мутацией Gly238Ser, был первой 
описанной БЛРС [64].
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 В базе данных http://www.lahey.org/studies/ имеется информация 
о 126 мутантах бета-лактамаз SHV типа. Все они являются производ-
ными фермента SHV-1 и отличаются от него не только наличием 
точеч ных мутаций, но и делеций (у SHV-9 и SHV-10) или вставок 
(у SHV-16). На рис. 2 представлено распределение выявленных к 
настоящему времени мутаций в аминокислотной последовательности 
бета-лактамазы SHV-1, выполненное на основе информации, имею-
щейся в международной базе данных GenBank. Мутации найдены в 
79 положениях, описаны также делеция в положении 54 у SHV-9 и 
вставка 163DRWET167 в SHV-16. В зависимости от типа замены, как 
и в случае ферментов ТЕМ, мутантные SHV различаются профилем 
субстратной специфичности по отношению к цефалоспоринам. Наибо-
лее часто наблюдаются мутации в положениях 35, 238 и 240, они же 
рассматриваются как ключевые для изменения профиля субстратной 
специфичности. Описана бета-лактамаза SHV-10 с фенотипом 
устойчивости IRT. Она отличается от БЛРС SHV-9 только одной 
аминокислотной заменой (Ser130Gly), но сама не является БЛРС.

Бета-лактамазы CTX-M типа
Бета-лактамазы СТХ-М типа получили свое название вследствие того, 
что они более эффективно гидролизуют цефотаксим по сравне нию с 
цефтазидимом. Первый фермент этого типа был выделен в 1989 г. из 
штамма E. coli [65]. Впоследствии он получил название СТХ-М-1. 
Гены ферментов этой группы имеют плазмидную локализацию. 
Известно более 90 ферментов этого типа. Среди БЛРС класса А 
группа СТХ-М бета-лактамаз наиболее разнородна по строению 
ами нокислотной последовательности белков и, соответственно, по 
строе нию кодирующих их генов. В настоящее время ферменты бета-
лактамаз СТХ-М типа разделяют на 5 субкластеров [66]. Каждый 
субкластер состоит из основного фермента (СТХ-М-1, СТХ-М-2, 
СТХ-М-8, СТХ-М-9 и СТХ-М-25) и его мутантов – ферментов, 
отли чающихся от одной до нескольких мутаций. Распределение 
фер ментов СТХ-М типа по субкластерам и мутаций, описанных для 
каждого субкластера, приведено на рис. 3. Гомология бета-лактамаз 
СТХ-М типа с другими типами бета-лактамаз класса А выражена 
слабо (менее 40%) [67]. Гораздо более высокая гомология (более 70%) 
наблюдается с хромосомно кодируемыми ферментами из Klebsiella 
oxytoca, Citrobacter diversus, Proteus vulgaris и Serratia fonticola [68]. 
Это позволяет предположить, что плазмидно-кодируемые ферменты 
СТХ-М типа произошли от ферментов, входящих в состав хромосом. 
Отли чие бета-лактамаз СТХ-М типа от бета-лактамаз ТЕМ и SHV 
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типов по субстратной специфичности состоит в том, что все они гид-
ро лизуют цефалоспорины, т.е. все являются БЛРС. Различия между 
ферментами СТХ-М типа состоят в изменениях каталитичес кой 
активности в отношении различных цефалоспоринов: цефотак сима, 
цефтазидима, цефепима. Установлено, что для этого типа фермен-
тов также существуют ключевые мутации, например в положениях 
167 и 240, которые приводят к изменению профиля субстратной 
специфичности. Отмечается, что бета-лактамазы СТХ-М типа часто 
выявляются у возбудителей внебольничных инфекций [19].

ПРОБЛЕМЫ ЛАБОРАТОРНОЙ ДИАГНОСТИКИ БЛРС

К практически важной особенности БЛРС следует отнести трудность 
их детекции в клинической практике. Стандартные микробиологичес-
кие методы определения природы патогенов, вызывающих инфек-
цион ные заболевания, и определения устойчивости к антибиотикам 
основаны на фенотипической характеристике микроорганизмов-
воз будителей. Они основаны на оценке минимально подавляющей 

Рис. 3. Разделение бета-лактамаз СТХ-М типа на субкластеры и положения 
ами но кислотных замен в них, описанные до января 2010 г.
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концентрации (МПК) антибиотика, необходимой для подавления 
роста клеток в культуре, тестируемой при использовании панели 
анти биотиков и их комбинаций с ингибиторами различными мето-
дами [69, 70]. Критерии чувствительности грам-отрицательных 
микро организмов к цефалоспоринам III поколения по уровню МПК 
анти био тика Национальный комитет по клиническим лабораторным 
стан дартам США (National Committee for Clinical Laboratory Stan-
dards, NCCLS) установил только для E.coli и Klebsiella spp.. В то же 
время продукция БЛРС описана практически у всех представителей 
семейства Enterobacteriaceae и ряда других грам-отрицательных 
микроорганизмов. Эти методы достаточно длительны по времени 
и, кроме того, данные в отношении чувствительности штаммов 
к антибиотикам могут быть трактованы неоднозначно. Ни один 
из традиционных микробиологических методов, основанных на 
оценке фенотипа микроорганизма, не обеспечивает детекцию 
БЛРС у 100% штаммов. Обнаружен «эффект инокулюма», который 
заклю чается в резком повышении величины МПК антибиотика при 
увеличении посевной дозы возбудителя, т.е. определяемый уровень 
чувствительности может зависеть от концентрации клеток в культуре. 
Определение резистентности существенно затрудняется при наличии 
у микроорганизмов нескольких детерминант устойчивости, а число 
таких случаев постоянно растет. Например, продукция штаммами 
E. coli AmpC бета-лактамаз (класс С) маскировало присутствие БЛРС, 
и они не обнаруживались при использовании Е-теста (5 образцов из 7) 
или автоматического анализатора Phoenix (3 образца из 7) [71]. В этом 
же исследовании были получены и ложно положительные результаты, 
показывающие присутствие БЛРС в отрицательных образцах, причем 
наибольшее число таких результатов (9 ложных результатов для 
19 образцов) было получено при использовании метода диффузии 
на дисках. Традиционные микробиологические методы детекции 
БЛРС в лучшем случае позволяют оценить факт наличия фермента, 
но не могут дать информации о том, какой именно из ферментов 
при сут ствует. Поэтому становится очевидным, что использования 
феноти пических методов тестирования чувствительности штаммов 
возбу ди телей бактериальной природы недостаточно для правильного 
пони мания природы и свойств инфекционного агента [72, 73]. Необ-
ходимость подбора адекватных методов диагностики для корректного 
определения типа резистентности активно обсуждается [74]. Эту 
инфор мацию можно получить, используя молекулярно-биологические 
методы анализа генов.
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III. МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИЕ 
МЕТОДЫ ИДЕНТИФИКАЦИИ ДЕТЕРМИНАНТ 

АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ
Из анализа данных, приведенных в предыдущем разделе, становится 
очевидным, что для определения устойчивости грам-отрицательных 
микроорганизмов к бета-лактамным антибиотикам необходимо 
изучение нуклеотидной последовательности кодирующих бета-
лактамазы генов для идентификации типа генов и наличия в них 
мута ций. Точечными мутациями в генах (однонуклеотидный поли-
мор физм (ОНП) или single nucleotide polymorphism (SNP)) называют 
однонуклеотидные позиции в геномной ДНК, для которых в некоторой 
популяции имеются различные варианты последовательностей 
(аллелей) [75]. Для определения ОНП необходимо установление либо 
полной последовательности гена, либо структуры его фрагментов. 
Все имеющиеся сегодня молекулярно-биологические методы ана-
лиза нуклеотидных последовательностей генов основаны на ампли-
фи кациии генов из биологического материала. Наиболее часто для 
этих целей используется полимеразная цепная реакция (ПЦР). Для 
уста новления полной или частичной структуры синтезируемой в ходе 
реакции ДНК необходимо использовать дополнительные методы. 
«Золотым стандартом» молекулярного типирования генов явля ется 
секвенирование – определение первичной структуры, т.е. после до-
ва тель ности нуклеотидных остатков в цепи гена. Использование 
секвенирования позволяет идентифицировать не только известные, 
но и новые варианты генов. Основным недостатком этого метода 
явля ется его трудоемкость и сравнительно высокая стоимость. 
Исполь зование секвенирования затрудняется при необходимости 
опре де ления нескольких генов в одном образце, особенно в случае 
при над лежности этих генов к одной генетической группе, внутри 
кото рой различия заключаются в отдельных мутациях.

Мультиплексная ПЦР
Для амплификации нескольких генов одновременно используется 
муль типлексная (мультипраймерная) ПЦР – реакция ко-амплифика ции 
нескольких ДНК-матриц в одной реакционной среде с использованием 
нескольких пар праймеров. Для повышения специфичности метода 
большое значение имеет дизайн праймеров и выявление вероятности 
амплификации неспецифических фрагментов. В настоящее время 
описаны методы мультиплексной ПЦР для одновременной ампли-
фи кации фрагментов генов БЛРС трех основных типов (ТЕМ, SHV, 
СТХ-М) [76]. Метод позволяет идентифицировать принадлежность 
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гена фермента к определенному типу бета-лактамаз. Более подробная 
дифференцировка гена методом мультиплексной ПЦР возможна на 
уровне субкластера для БЛРС СТХ-М типа, однако в этом случае 
анализ проводится только для ферментов одного типа (в данном 
случае – СТХ-М) [77, 78]. Метод мультиплексной ПЦР приобретает 
все большее значение при совместном использовании его с другими 
мето дами, позволяющими более детальную характеристику структуры 
гена. Так, разработан метод мультиплексной ПЦР для одновременной 
амп ли фикации бета-лактамаз СТХ-М типа, однако вследствие 
ампли фикации генов, относящихся к разным субкластерам, в виде 
фраг ментов одного размера необходимо дальнейшее изучение их 
струк туры с целью установления типа гена [79].

Полимеразная цепная реакция в режиме реального времени
Активно развивающейся в настоящее время технологией является 
проведение ПЦР в режиме реального времени (ПЦР РРВ). В качестве 
метки используют флуоресцентные красители различных типов. Для 
определения результата гибридизации меченого олигонуклеотида 
используют либо перенос энергии донорного флуорофора на акцеп-
тор ный с другим спектром испускания, либо перенос энергии на 
темновой гаситель флуореценции.
 В основе технологии Tagman лежит метод разрушаемых зондов. 
Олигонуклеотид модифицируется флуорофором и гасителем флуо-
рес ценции. В отсутствие мишени флуорофор и гаситель сближены, 
и флуоресценция подавлена. При наличии специфической матрицы 
зонд гибридизуется на ампликон, что ведет к его разрушению и появ-
лению флуоресценции вследствие 5'-экзонуклеазной активности Taq-
по лимеразы (способности гидролизовать последовательность ДНК 
в направлении 5'–3'). Использование данного подхода описано для 
идентификации субкластера генов БЛРС СТХ-М типа [80]. Метод 
характеризуется быстротой и хорошей производительностью по 
срав нению со стандартными методиками ПЦР. 
 Другой вариант метода ПЦР РРВ – метод примыкающих проб, 
основанный на использовании двух олигонуклеотидных зондов, 
гибридизующихся с матричной ДНК в непосредственной близости 
друг от друга. В один зонд вводится флуорофор-донор, в другой – 
флуорофор-акцептор. Гибридизация зондов с матрицей ведет к сбли-
же нию флуорофоров и переносу энергии с донора на акцептор (флуо-
рес центно-резонансный перенос энергии). Этот подход нашел свое 
при менение для детекции ОНП. Так, например, его возможности были 
продемонстрированы при определении ключевых мутаций в БЛРС 
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SHV, ТЕМ и СТХ-М типов [81–84]. Ограничением метода является 
воз можность одновременного определения только нескольких ОНП 
вследствие ограниченного набора флуоресцентных меток.

МЕТОДЫ АНАЛИЗА ПРОДУКТОВ АМПЛИФИКАЦИИ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫЕ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ГЕНОВ 

Метод полиморфизма длин рестрикционных фрагментов (ПДРФ)
Для детекции полиморфных участков ДНК и определения ОНП 
используют метод полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 
(ПДРФ или RFLP – restriction fragment length polymorphism). Для 
этого амплифицированный ген расщепляют соответствующей рест-
рик тазой и определяют изменения в рестрикционных сайтах [85]. Для 
каждого типа генов получается свой набор продуктов рестрикции, 
который анализируется методом электрофореза. Метод показывает 
наличие изменений в нуклеотидной последовательности, но требует 
дальнейшего анализа фрагментов либо сравнения с профилем 
разде ления известных вариантов гена. Этот подход применен для 
иден тификации бета-лактамаз SHV типа в штаммах Pseudomonas 
aeru ginosa по наличию ключевых мутаций в положениях 35, 238 
и 240 [86]. Метод достаточно простой в исполнении и может быть 
исполь зован для скрининга большого количества образцов; его огра ни-
чением является возможность детекции только тех мутаций, которые 
расположены в сайтах рестрикции, а также сложность выявления 
большого количества мутаций.

Метод анализа конформационных различий 
однонитиевых фрагментов ДНК

Метод анализа конформационных различий однонитиевых фрагмен-
тов (КРОФ или SSCP – single strand conformation polymorphism) был 
разработан для анализа ОНП и основан на изменении конформации 
однонитиевой ДНК после ее денатурации. Это выражается в изме не-
нии подвижности фрагментов при их анализе методом электрофореза. 
Метод КРОФ показывает наличие изменений в нуклеотидной пос ле-
до вательности, но требует дальнейшего анализа фрагментов либо 
сравнения с профилем разделения известных вариантов гена. Данный 
метод использовался для анализа БЛРС ТЕМ и SHV типов [87, 88].

Метод время-пролетной масс-спектрометрии
Альтернативой существующим методам детекции полиморфных 
участков ДНК является дифференциальное секвенирование методом 
время-пролетной масс-спектрометрии. Ионизированные молекулы 
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ДНК отрываются от подложки методами MALDI (matrix-assisted laser 
desorption/ionisation), разгоняются в электрическом поле и направ-
ляются через вакуумную камеру к детектору. Регистрируемое время 
движения обратно пропорционально скорости молекулы, которая, в 
свою очередь, прямо пропорциональна отношению массы летящей 
молекулы к ее заряду. Параметр отношения массы к заряду является 
уникальным для каждой молекулы и определяется исклю чительно 
ее нуклеотидной последовательностью, поэтому чувст ви тельность 
метода очень высокая. Время, затрачиваемое на анализ каждого 
образца этим методом, составляет всего несколько секунд. Была 
продемонстрирована возможность применения данного подхода 
для быстрой детекции БЛРС ТЕМ типа по ключевым мута циям в 
положениях 104, 164, 238 [89]. Метод обладает высокой чувстви тель-
ностью – для определения достаточно иметь в образце 50 бактериаль-
ных клеток. Возможно определение типа нуклеотида в позиции 
мутации и, соответственно, распознавание генов с различными 
заменами. Метод отличается высокой производительностью и 
возможностью одновременного анализа нескольких образцов. К 
несом ненным достоинствам метода относится возможность обна ру-
же ния новых, еще неописанных мутаций.

Метод высокоэффективной хроматографии
Для анализа образующегося в ходе реакции амплификации продукта 
был разработан метод высокоэффективной жидкостной хроматогра-
фии (ВЭЖХ) в денатурирующих условиях, который был использован 
для детекции БЛРС СТХ-М типа [90]. Гены бета-лактамаз СТХ-М 
типа были амплифицированы методом мультиплексной ПЦР [78], 
причем фрагменты генов, принадлежащих к разным субкластерам, 
различались по размерам. Затем амплифицированные фрагменты 
смешивались с равным количеством ДНК контрольных штаммов, 
продуцирующих охарактеризованные по генотипу бета-лактамазы 
СТХ-М типа. Смеси быстро нагревали для денатурации и затем 
охлаж дали с определенной скоростью для образования гомо- и 
гете ро-дуплексов ДНК. Дуплексы анализировали методом ВЭЖХ 
в градиенте ацетонитрила. Была оптимизирована температура, при 
которой можно было различить 13 вариантов генов бета-лактамаз 
СТХ-М типа по форме хроматографических пиков. Для достижения 
максимальной чувствительности и специфичности необходимо 
было проводить анализ дуплексов для субкластера СТХ-М-1 при 
двух температурах – 640С и 650С, для субкластеров СТХ-М-2, -
25/26 – при температуре 640С, для субкластера СТХ-М-9 – при 670С. 
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Метод отличается высокой производительностью (100 образцов за 
6 часов), при этом затраты на него существенно меньше, чем при 
секве нировании. Авторы данной работы предполагают также, что 
появ ление новых мутаций можно будет отслеживать при получении 
ано мальных хроматографических пиков. Ограничением метода явля-
ется определение только части мутаций.

Метод пиросеквенирования
Для анализа мутаций было предложено использовать метод пиро сек ве-
нирования, который основан на детекции пирофосфата, отщепляемого 
в процессе синтеза ДНК. Пирофосфат является первым субстратом в 
каскаде ферментативных реакций, в результате которых выделяется 
свет. Интенсивность выделяемого света пропорциональна количеству 
включенных нуклеотидов. Детекция интенсивности выделяемого 
света в режиме реального времени позволяет проводить быструю 
иден тификацию коротких фрагментов генов длиной до 100 п.н. 
Метод пиросеквенирования был использован для детекции ОНП в 
генах БЛРС СТХ-М типа [91] и БЛРС GES типа [92]. Определение 
генет и ческого субкластера для бета-лактамаз СТХ-М типа оказалось 
возможным при анализе фрагмента ДНК длиной 13 п.н. Анализ 
другого участка гена, длиной 16 п.н., позволил идентифицировать 
отдель ные субтипы СТХ-М бета-лактамаз. Метод характеризуется 
очень высокой скоростью анализа – общее время определения, вклю-
чая ПЦР, составляет 3 часа.

Метод гибридизации
Для специфического выявления отдельных фрагментов ДНК исполь-
зуют предложенный Э. Саузерном метод гибридизации на нераст-
во римых носителях [93]. Этот метод часто применяют после 
фраг мен ти ро вания ДНК, например, методом ПДРФ, после чего 
пере носят разделенные методом электрофореза фрагменты на 
порис тую мембрану методом иммуноблотинга. Для идентифика ции 
используют реакцию гибридизации – комплементарного взаимо дей ст-
вия полинуклеотидной цепи исследуемой ДНК и меченого олиго нук-
лео тида. В данном случае меченый олигонуклеотид называют зондом. 
После отмывки определяют активность метки в дуплексах ДНК на 
носителе. Гибридизационный анализ использовался для выявления 
генов БЛРС и AmpC бета-лактамаз при скрининговом обследовании 
штаммов Salmonella enterica и Pseudomonas aeroginosa [94, 95]. При-
ме нение реакции гибридизации в детекции амплифицированной ДНК 
позволяет существенно повысить специфичность определения фраг-
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мен тов гена. В зависимости от типа метки, которая вводится в олиго-
нук леотидный зонд (флуороресцентные красители, гаптены), реали-
зуются различные способы детекции гибридизационного комп лекса 
(прямое измерение флуоресценции, детекция с помощью конъюга-
тов специфических антител с ферментом). Подходы, развитые для 
детекции генов методом гибридизации на твердой фазе, послужили 
прооб разом для создания методов гибридизационного анализа на 
микрочипах.

Метод гибридизационного анализа на микрочипах
Первое сообщение о технологии биологических микрочипов для 
изучения уровня экспрессии генов появилось в 1995 г. [96]. За 
про шед шие чуть более 10 лет эта технология значи тельно разви-
лась и находит всё новые области своего применения. ДНК-мик-
ро чип представляет собой пластину из стекла или полимер ных 
носителей площадью небольшого размера (1–10 см2), на которой 
в строго определенном порядке размещены ячейки, каждая из 
которых содержит одноцепочечные олигонуклеотиды с опре-
де лен ной последовательностью оснований. Количество таких 
ячеек, а следовательно, и количество различных нуклеотидных 
после до ва тельностей может достигать 1 млн. на 1 см2, их длина 
варьирует от 15 до 1000 нуклеотидов. Метод гибридизационного 
анализа на микрочипах основан на амплификации исследуемого 
участка ДНК с одновременным введением метки и последующей 
гибридизацией исследуемой нуклеотидной последовательности на 
поверхности микрочипа с иммобилизованными в определенном 
порядке олигонуклеотидами или ДНК-последовательностями [97]. 
Отличие метода гибридизационого анализа на микрочипах от клас-
сического метода гибридизации, рассмотренного выше, состоит 
в том, что на носителе иммобилизуются олигонуклеотиды, и они 
называются зондами, а метка вводится в исследуемую ДНК. Резуль-
тат гибридизации образца меченой ДНК с иммобилизованными 
олигонуклеотидами (зондами) определяется по активности метки на 
различных участках носителя с помощью специальных устройств – 
сканеров высокого разрешения. В ДНК-микрочипах используется, в 
основном, пассивная гибридизация, т.е. взаимодействие ДНК-мишени 
с иммобилизованными олигонуклеотидами является вероятностным 
процессом и зависит от нескольких факторов: длины ДНК-пробы, 
химического состава меченой ДНК-мишени, температуры, при кото-
рой проводится гибридизация, состава гибридизационной смеси, 
типа вводимой метки.
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 Известно использование различных типов меток для гибриди-
за ционного анализа на микрочипах. Для мечения анализируемой 
ДНК предлагалось использование радиоактивной метки, обычно P33, 
включенного в фосфатный остаток нуклеотида, который вводится 
в цепь ДНК при её синтезе [93]. При этом каждая молекула ДНК 
содержит несколько атомов радиоактивного фосфора, максимальное 
количество которых может быть равно количеству нуклеотидов. 
Нали чие нескольких меток в составе исследуемой ДНК повышает 
чувствительность реакции гибридизации. Использование изотоп ной 
технологии в микрочипах позволяет достичь высокой чувстви тель-
ности, хотя имеется и ряд ограничений. Прежде всего они связаны 
с недостаточно высокой разрешающей способностью пленки, 
исполь зуемой в качестве детектора, а также со сложностью работы 
с радиоактивными материалами. 
 В настоящее время наиболее распространённой меткой в методе 
гибридизационного анализа на ДНК-микрочипах является флуо рес-
центная. При этом в качестве генератора флуоресцентного сигнала 
могут использоваться красители, непосредственно присоединённые 
к изучаемой последовательности [98]. Флуоресцентная метка обычно 
вводится в ДНК в процессе ПЦР в составе праймеров или конъюгатов 
флуоресцентных красителей с dCTP или dUTP [99]. Описаны способы 
проведения гибридизационного анализа с использованием наночас-
тиц золота с последующей визуальной [100] или электрохимической 
детекцией [101].
 Предложены методы использования так называемого «непря мого» 
метода детекции результата гибридизации, при котором в качестве 
метки используется биотин, выявляемый конъюгатом стрептавидина 
с флуоресцентным красителем [102] или с ферментами пероксидазой 
[103] или щелочной фосфатазой [104]. 
 Метод гибридизационного анализа на микрочипах имеет зна чи-
тельные преимущества перед традиционными молекулярно-био ло-
ги ческими методами, заключающиеся в возможности проводить 
мультипараметрическое определение – определение множества пара-
мет ров (от десятков до сотен и даже тысяч генов и мутаций в них) 
в одном образце благодаря проведению множества параллельных 
реакций на поверхности микрочипа в одинаковых условиях. 
 Технология микрочипов – это принципиально новый уровень 
лабо раторных исследований, позволяющий проводить сотни и тысячи 
реак ций параллельно. Примеры использования данного метода для 
идентификации и генотипирования различных генов, отвечающих за 
возникновение антибиотикорезистентности микроорганизмов, будут 
рассмотрены в отдельных разделах.
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IV. МЕТОДЫ ГИБРИДИЗАЦИОННОГО АНАЛИЗА 
НА МИКРОЧИПАХ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НЕСКОЛЬКИХ 
ДЕТЕРМИНАНТ АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТИ

МИКРОЧИПЫ ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ ГЕНОВ

Возможности технологии гибридизационного анализа на микрочи пах, 
позволяющие обеспечить мультипараметрическое определение генов 
были продемонстрированы при выявлении генов, отвечающих за 
развитие антибиотикорезистентности, в том числе к бета-лактамным 
антибиотикам.
 Был предложен метод определения 9 типов бета-лактамаз (TEM, 
SHV, PSE, OXA, FOX, MEN, SMY, OXY, AmpC) на микрочипе из стекла 
с флуоресцентной детекцией [105]. Специфические зонды размером 
около 1000 пн были амплифицированы методом ПЦР с использова нием 
специфических праймеров. Исследуемую ДНК амплифицировали 
методом мультиплексной ПЦР с введением флуоресцентной метки. 
Гибридизацию проводили при 700С в течение двух часов. В работе 
была показана возможность определения генов устойчивости 
при использовании всего одной бактерии в качестве матрицы для 
ПЦР. Таким образом предполагается, что чувствительность метода 
позволяет проведение анализа без предварительного культивирования 
клинических образцов. Экспериментально была продемонстрирована 
возможность определения двух типов генов устойчивости (OXY и 
PSE) в одном образце. 
 Разработан метод определения 23 генов резистентности и 25 генов 
вирулентности штаммов Salmonella spp. и E. coli [106]. На чип из 
мембран ного носителя иммобилизовали последовательности длиной 
400–800 п.н., полученные методом ПЦР. В качестве метки ДНК 
использовали диоксигенин, который выявляли конъюгатом антител 
к диоксигенину с щелочной фосфатазой. Фермент на носителе опре-
делялся колориметрически. Среди различных детерминант анти-
биотикорезистентности выявляли бета-лактамазы типов ТЕМ, CMY 
и PSE. 
 Предложен метод типирования штаммов St. aureus spp., E. coli 
spp., Ps. aeroginosa spp. с одновременным определением детерминант 
устойчивости этих бактерий к нескольким группам антибиоти ков [107]. 
На микрочип из стекла наносили 120 специфических зонда длиной 
200–800 п.н., которые были амплифицированы из рекомбинантных 
плаз мид. Были протестированы зонды для идентификации типа пато-
генов, а также зонды, гомологичные участкам генов, кодирующих 
факторы вирулентности и детерминанты антибиотикоустойчивости у 
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штаммов St. aureus к оксациллин-метициллину (mecA), гентамицину 
(aacA-aphD), эритромицину (ermA), пенициллину (blaZ), а у штаммов 
E. coli – к пенициллину (blaTEM-106) и аминогликозидам (aacC2). 
Образцы крови культивировались на специальных средах, дальней-
шей амплификации ДНК не проводили. Для анализа использовали 
общую ДНК, меченую несколькими типами флуоресцентных меток. 
Время гибридизации составило 18 часов при 600С. Несмотря на то, что 
выделенная из крови инфицированного пациента ДНК содержит смесь 
ДНК бактерий и человека, была достигнута высокая специфичность 
идентификации. Было получено 100 % совпадение результатов иден-
ти фикации на микрочипе с данными фенотипирования для St. aureus 
spp., резистентных к пенициллину, оксациллину, эритромицину, 
гентамицину. К преимуществам метода можно отнести: 1) для синтеза 
панели зондов использовались рекомбинантные плазмиды, что поз во-
ляет легко расширить число и состав зондов; 2) использование для 
проведения анализа общей ДНК; 3) отсутствие стадии амплификации 
исследуемой ДНК; 4) отсутствие необходимости предварительного 
типирования патогена. Недостатком с точки зрения идентификации 
БЛРС является использование достаточно длинных зондов, что не 
поз воляет применять данный подход для определения точечных мута-
ций в генах.
 Разработан метод гибридизационного анализа с колориметричес кой 
детекцией на микрочипах для идентификации 90 генов устойчи вости 
к антибиотикам у грам-положительных микроорганизмов [108]. Для 
определения 81 гена выбрали по два зонда, специфичных гомологич-
ным участкам изучаемых генов, для 9 генов – по одному зонду. Всего 
на микрочипе было иммобилизовано 137 олигонуклеотидов длиной 
26–33 основания, из них специфичность выявления генов была иссле-
дована для 125 зондов. В качестве метки использовался биотин. Его 
вводили в ДНК в процессе ПЦР, а затем выявляли на поверхности 
микрочипа инкубацией с конъюгатом стрептавидин-пероксидаза с 
после дующей детекцией ферментативной активности. Требуемая 
специфичность анализа достигалась при гибридизации в течение 1 
часа при 600С. 
 В данной работе обсуждаются преимущества метода гибриди-
за ции на микрочипах, заключающиеся в его более высокой специ-
фич ности по сравнению с методом ПЦР. Использование олиго нук-
леотидных зондов имеет также преимущества перед исполь зо ва-
нием более длинных ПЦР-продуктов как в плане более высокой 
спе цифичности, так и в плане сокращения времени анализа. К 
поло жительным моментам разработанного метода несомненно отно-
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сится возможность автоматизации различных стадий: микрочип 
помещается в специальную пробирку Array Tube (технология компа-
нии Clondiag), что существенно упрощает проведение стадий гибри-
дизации, отмывки и детекции. К недостаткам метода можно отнести 
невозможность специфичного выявления точечных мутаций из-за 
дос таточно большой длины олигонуклеотидных зондов. 
 Эта же технология была использована при разработке микрочипа 
для определения 47 генов, отвечающих за развитие резистентности 
к 5 группам антибиотиков (бета-лактамам, аминогликозидам, 
три метоприму, сульфонамидам, тетрациклину, хлорамфениколу, 
хино лонам) у грам-отрицательных бактерий [109]. Микрочип был 
протес тирован с использованием 50 клинических штаммов E. coli и 
37 клинических штаммов Salmonella spp.. В 99% случаев отмечено 
совпа дение результатов детекции детерминант устойчивости методом 
микро чипов и методом ПЦР, который выполнялся в формате нес-
кольких мультиплексных реакций. У штаммов E. coli было обнару-
жено намного больше генов резистентности (13 детерминант резис-
тентности выявлено более, чем у 30% образцов) по сравнению с 
Salmonella spp. (выявлено 7 детерминант резистентности). Что каса-
ется идентификации бета-лактамаз, то метод позволял определять 
только тип генов бета-лактамаз ТЕМ и SHV. Гены БЛРС СТХ-М 
и ОХА типов выявляли только на уровне субкластера (СТХ-М-1, 
СТХ-М-2 , СТХ-М-9; ОХА-1, ОХА-2, ОХА-7 и ОХА-9).
 Разработан микрочип для одновременного определения 65 
генов, обуславливающих развитие резистентности к макролидам 
у нескольких типов грам-отрицательных и грам-положительных 
бак терий [110]. Для типирования генов использовали панель из 
100 зондов длиной 40–60 оснований. Зонды наносили на микрочип 
из стекла. Геномную ДНК выделяли из бактериальных культур, 
вводили флуоресцентную метку и гибридизовали на микрочипе. 
Была продемонстрирована хорошая специфичность метода, при этом 
удалось выявить наличие одного из генов msr(SA), ответственных за 
систему эффлюкса у грам-отрицательных микроорганизмов B. fragilis, 
чего не было описано ранее. 

МИКРОЧИПЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОНП

Метод гибридизационного анализа на микрочипах позволяет не только 
идентифицировать гены, но и распознавать единичные различия 
в структурах зонда и гибридизующейся последовательности, что 
необ ходимо для определения ОНП. Для этих целей наиболее часто 
используется метод аллель специфической гибридизации. 
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 Для определения устойчивых к фторхинолонам штаммов E. coli 
использовали аллель специфическую гибридизацию на микрочипе 
из стекла [111]. Были предложены структуры олигонуклеотидов для 
иден тификации полиморфизма нуклеотидов в гене gyrA, кодирую-
щих аминокислотные замены в позициях 83 и 87. Олигонуклеотиды 
состояли из 19 оснований, и определяемая мутация находилась в 
цент ральной позиции. Для определения одной мутации использовали 
группу из четырех олигонуклеотидов, различающихся основанием 
в центральной позиции. Оптимизация структур олигонуклеотидов 
позволила достичь высокой специфичности определения: во всех 
изученных случаях результат комплементарной гибридизации превы-
шал значение некомплементарной в 4–13 раз. В работе была сделана 
попытка дизайна универсальных зондов с использованием инозина, 
однако это приводило в значительному снижению аналитических 
сигналов.
 Описан метод гибридизационного анализа на микрочипах для 
детекции нескольких типов БЛРС (TEM, SHV, CTX-M-3, CTX-M-9, 
MOX, CMY, DHA, ACC, FOX, MIR-1, ACT-1) и плазмидно-кодируе мой 
AmpC бета-лактамазы, включая определение 6 точечных мутаций в гене 
бета-лактамазы SHV [112]. Олигонуклеотидные зонды длиной 19–23 
основа ний иммобилизовали на чипе из стекла. Для детекции точечной 
мутации использовали два олигонуклеотида с последовательностью 
оснований, комплементарной ферменту дикого типа и мутанту. Для 
амплификации использовали метод несимметричной ПЦР, кото-
рую проводили в два этапа. На первом использовали смесь специ-
фичных праймеров с целью амплификации фрагментов изучае мых 
генов. Второй этап проводили при более высокой темпе ратуре 
отжига с универсальными мечеными флуоресцентной меткой прай-
ме рами в более высоких концентрациях. Оптимизация усло вий 
позволила получить преимущественно одноцепочные цепи, таким 
образом, удалось исключить стадию денатурации ДНК перед гиб-
ри дизацией. Была установлена достаточно хорошая корреляция 
данных типирования на микрочипе с данными фенотипирования и 
секвенирования. 
 Для определения 9 детерминант резистентности и 1 мутации 
в гене grlA, кодирующем α-субединицу ДНК топоизомеразы, у 
кли нических образцов St. aureus разработан микрочип на основе 
иммо билизованных на стекле олигонуклеотидов [113]. Длина олиго-
ну клеотидов составляла 17–24 основания. Для определения точеч-
ной мутации использовали набор из четырех олигонуклеотидов. 
Флуоресцентная метка вводилась в ДНК после амплификации. 



Мультипараметрическое определение генов 331

Гибридизацию на микрочипе проводили в течение четырех часов при 
420С. Микрочип позволяет проводить одновременно тестирование 
устойчивости бактерий к бета-лактамам, тетрациклинам, гентами-
цину, макролидам, соединениям стрептограмина А и фторхинолонам. 
Предел детекции составил 100 пг ДНК, что соответствует 104 бакте-
риальных клеток. 
 В Институте молекулярной биологии им. В.А.Энгельгардта 
была разработана оригинальная технология гелевых биологических 
чипов для идентификации генов и ОНП [114]. В этом методе олиго-
нук леотидные зонды иммобилизуются на поверхности микрочипа 
в виде полусферических гидрогелевых ячеек с диаметром от 100 
микрон до 1 мм. Иммобилизация осуществляется с образованием 
ковалентных связей при облучении ультрафиолетовым светом. 
Высо копористый гель позволяет иммобилизовать олигонуклеотиды 
длиной до 200 оснований. В анализируемую ДНК вводится флуо-
рес центный краситель. Для ускорения кинетики гибридизации 
меченой ДНК с олигонуклеотидами в геле используется поперечное 
к поверхности микрочипа электрическое поле или индуцирование 
гид родинамических потоков. При таком способе нанесения зондов 
на поверхность микрочипа их концентрация на единицу площади 
почти в 103 раз выше по сравнению с иммобилизацией зондов в 
виде точек или пятен на поверхности, что позволяет существенно 
уве личить чувствительность метода. Данный подход был применен 
для выявления антибиотикорезистентных форм Mycobacterium 
tuber culosis [115]. Для этого определяли ОНП, определяющие устой-
чивость к рифампицину, в 28 положениях гена rpoB, а также ОНП, 
определяющие устойчивость к изониазиду, в 11 положениях гена katG, 
в 5 положениях промоторной части гена inhA и в 5 положениях регу-
ляторной области гена ahpC-oxyR. Флуоресцентная метка вво дилась 
в праймеры для ПЦР, время анализа составило 12 часов. 

V. МЕТОДЫ МУЛЬТИПАРАМЕТРИЧЕСКОГО 
ГИБРИДИЗАЦИОННОГО АНАЛИЗА 

ДЛЯ ИДЕНТИФИКАЦИИ БЕТА-ЛАКТАМАЗ 
РАСШИРЕННОГО СПЕКТРА

Разнообразие типов и вариантов бета-лактамаз делает задачу их 
иден тификации для клинической лабораторной диагностики и 
эпиде миологического контроля возникновения и распространения 
инфекций достаточно сложной. Наличие нескольких молекулярных 
классов ферментов, а также их разнообразие даже внутри одной 
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функциональной группы, делает необходимым применение методов, 
которые обеспечивали бы одновременное определение как несколь-
ких типов генов, так и множества точечных мутаций в них. На 
пер вый взгляд может показаться, что задача идентификации БЛРС 
является более узкой, т.к. формально БЛРС являются небольшой 
частью семейства бета-лактамаз и относятся к одной функциональной 
подгруппе из 12 описанных. Однако, эта подруппа является одной из 
самых многочисленных по обнаруженным и описанным вариантам 
генов и точечных мутаций в них. Поэтому задача генотипирования 
БЛРС, т.е. установление генотипа фермента, продуцируемого 
изучаемым штаммом бактерий, подразумевает одновременное 
опре деление нескольких типов генов и нескольких сотен мутаций в 
них. В таблице 3 приводятся данные по использованию различных 
молекулярно-генетических методов для детекции основных типов 
БЛРС, основанных на модификациях ПЦР и анализа продуктов 
амплификации различными методами. Использование методов на 
основе ПЦР и ПЦР в комбинации с методами анализа продуктов на 
основе гель-электрофореза, хроматографии и мини-секвенирования, 
как правило, позволяет определять лишь ограниченное количество 
генов и ОНП в одном анализе. Поэтому данные методы не могут 
быть использованы в тех случаях, когда необходимо определить 
генотип фермента. Единственными адекватными технологиями для 
проведения многопараметрического генотипирования БЛРС из всего 
разнообразия описанных молекулярных методов представляются 
методы мультипараметрического гибридизационного анализа на 
микрочипах, которые будут рассмотрены в этой главе.
 Для идентификации наиболее распространенных вариантов генов 
бета-лактамаз СТХ-М типа предложен метод гибридизационного 
анализа с биотином в качестве метки, выявляемым конъюгатом 
стрептавидин-пероксидаза с последующей хемилюминесцентной 
детек цией фермента [119]. Биотин вводили в обратные праймеры, кото-
рые использовали для мультиплексной ПЦР. Структура прайме ров 
была подобрана таким образом, что амплифицированные фрагменты 
генов СТХ-М бета лактамаз, относящихся к четырем различным 
гене тическим субкластерам, различались по размерам. Ферменты 
субкластеров СТХ-М-8 и СТХ-М-25 были объединены в один суб-
кластер. На макрочипе из мембранного носителя олигонуклеотиды 
были иммобилизованы в иммуноблоттере в виде полос. Для прове де-
ния гибридизации чип поворачивали на 900 относительно начальной 
ориентации, и каналы иммуноблоттера заполняли растворами ампли-
фицированной ДНК в гибридизационном буфере. Особенностью 
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Таблица 3.
Молекулярно-генетические методы идентификации БЛРС

Метод Уровень идентификации Ограничения метода Ссыл-
ка

Основные типы БЛРС (ТЕМ, SHV, СТХ-М) в одном анализе
Мульти плекс ная 
ПЦР

Идентификация типа гена Невозможность детек-
ции мутаций

76

Гибриди зация 
на микро чипе

Идентификация типа гена 
и известных ОНП на одном 
чипе

Определение только 
известных ОНП 

125

БЛРС ТЕМ типа
ПЦР РРВ Идентификация типа и 

ключевых ОНП
Определение огра ничен-
ного коли чества ОНП

83, 84

ПЦР-КРОФ Выявление отдельных ОНП 88
ПЦР-ПДРФ Выявление отдельных ОНП 86
ПЦР- время- про-
лет ная масс-
спект ро мет рия

Выявление ключевых ОНП 89

ПЦР-гибриди за-
ция на микро-
чипе

Идентификация типа гена 
и 96% описанных ОНП на 
одном чипе

Определение только 
из вестных ОНП 

120

БЛРС SHV типа
ПЦР РРВ Идентификация типа и 

ключевых ОНП 
Определение ограничен-
ного количества ОНП

81, 82, 
84

ПЦР-ПДРФ Выявление мутации G238S 86
ПЦР-КРОФ Выявление отдельных ОНП 87

БЛРС СТХ-М типа
Множествен ная 
ПЦР

Идентификация субкластера Невозможность детек-
ции мутаций

116,
117

Мультиплек сная 
ПЦР

Идентификация субкластера
Идентификация типа

77–79 

ПЦР РРВ Идентификация субкластера, 
выявление ключевых ОНП

Определение ограни чен-
ного количества ОНП

80, 84

ПЦР-ПДРФ Идентификация субкластера 118
ПЦР-ВЭЖХ Идентификация субкластера и 

отдельных ОНП
90

ПЦР-РРВ-
пиросекве ни ро -
вание

Идентификация субкластера и 
отдельных ОНП

91

ПЦР-гибри ди за-
ция на макро-
чипе

Идентификация отдельных 
ОНП для каждого субтипа 
СТХ-М 

Отдельные чипы для 
иден ти фи кации раз лич-
ных суб клас теров, опре-
де ле ние огра ни чен ного 
коли чества ОНП

119

ПЦР-гибри ди за-
ция на мик ро-
чипе

Идентификация типа гена 
и всех опи санных ОНП на 
одном чипе

Опреде ле ние только 
из вест ных ОНП

123
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данного метода являлось проведение гибридизации в кинетическом 
режиме, для увеличения специфичности анализа отмывку проводили 
при повышенной температуре. После отмывки выявляли количество 
метки в дуплексах ДНК на носителе по активности пероксидазы в 
реакции хемилюминесценции.
 Различия в Tm выбранных панелей олигонуклеотидов не позво-
лили подобрать одинаковые условия проведения гибридизационного 
анализа для всех четырех генетических субкластеров. Поэтому для 
определения мутаций внутри каждого из субкластеров использовался 
отдельный мембранный чип и различные температуры отмывочного 
буфера после гибридизации (от 580С до 650С). Для определения, 
какой из чипов необходим для проведения типирования того или 
иного образца, тип субкластера определяли по размеру ампликона, 
полученного в мультиплексной ПЦР. Выбранные олигонуклеотиды 
позволили провести идентификацию наиболее распространенных 
в настоящее время вариантов генов бета-лактамаз СТХ-М типа: 
СТХ-М-1, -2, -3, -9, -14, -15. К достоинствам разработанного метода 
можно отнести его высокую производительность (43 образца могут 
быть протестированы параллельно), достаточно короткое время 
анализа – около 7 часов, использование недорогого оборудования. 
Огра ничением метода является как неуниверсальность условий 
прове дения гибридизационного анализа для различных субкластеров 
генов СТХ-М бета-лактамаз, так и ограниченное число определяемых 
ОНП (по 4 для субкластеров СТХ-М-1, СТХ-М-2, СТХ-М-8 и 5 для 
субкластера СТХ-М-9).
 Для генотипирования бета-лактамаз ТЕМ типа на основе опре-
де ления всех ОНП предложен метод гибридизационного анализа 
на микрочипах из стекла [120]. В методе использовали флуо рес-
центную метку, которая вводилась в ген в процессе ПЦР в виде 
модифицированного дезоксирибоцитозинтрифосфата (dCTP-Cy5). 
Схема метода гибридизационного анализа с флуоресцентной детек-
цией представлена на рис. 4А. Амплифицированная меченая ДНК 
перед гибридизацией фрагментировалась ДНКазой для получения 
олиго нуклеотидных цепей с длиной около 50 оснований. Ранее было 
показано, что это способствует повышению эффективности гиб ри ди-
зации [121]. После гибридизации проводилось сканирование флуо рес-
центной активности на поверхности микрочипа. Для определения 
одного ОНП использовали набор из четырех олигонуклеотидов с 
уникальной последовательностью оснований, соответствующих 
струк туре гена ТЕМ β-лактамазы в данном участке и отличающихся 
друг от друга только нуклеотидом в центральной позиции, в качестве 
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которого использовали один из четырех нуклеотидов А, G, C или Т 
(рис. 5А). Наиболее стабильный дуплекс образуется при гибри ди-
за ции меченого фрагмента с полностью комплементарным олиго-
нуклеотидом и, соответственно, в этом случае детектируется более 
высокий аналитический сигнал (PM – perfect match) (рис. 5Б). Если 
дуплексы образуются в результате гибридизации с тремя остальными 
олигонуклеотидами или только некоторыми из них, то наблюдаемый 
сигнал (MM – mismatch) свидетельствует об уровне неспецифической 
гибридизации. 
 В работе выполнен молекулярный дизайн структур олигонуклео-
тидов для определения 41 ОНП в генах ТЕМ бета-лактамаз. Основ-
ными правилами подбора структур олигонуклеотидов для распозна-
ва ния ОНП являлись следующие [122]: 1) длина олигонуклеотида 
должна составлять 17–26 оснований; 2) содержание оснований (С+G) 
должно находиться в диапазоне 35–70 %; 3) вероятность образования 
димеров и циклических структур должна быть минимальной; 4) раз-
ли чия в Tm для разных групп олигонуклеотидов должны составлять 
не более 5–100С.
 Для определения типа нуклеотида в исследуемой позиции гена 
использовали принцип внутренней нормировки сигнала. Для этого 
все результаты гибридизации с набором четырех олигонуклеотидов 

Рис. 4. Схема метода гибридизационного анализа ДНК на микрочипах с различ-
ными метками: А – флуоресцентный краситель, Б – биотин.
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нормировали на сигнал комплементарной гибридизации. Таким 
образом получали гибридизационные сигналы в относительных еди-
ни цах: сигнал комплеметарной гибридизации становился равным 1, 
а три остальных сигнала некомплементарной гибридизации выража-
лись в долях от него (рис. 5В):
 RIPM = IPM/I

PM
 = 1, 

 RIMM = I
MM

/I
PM

,
где IPM – интенсивность сигнала гибридизации с полностью комп-
ле ментарным одигонуклеотидом, I

MM
 – интенсивность сигнала 

гиб ри ди зации с остальными тремя олигонуклеотидами, RIРM – доля 
компле ментарной гибридизации, RI

MM
 – доля некомплементарной 

(неспе цифической) гибридизации.
 Для оценки специфичности выявления ОНП использовали 
параметр доли неспецифической гибридизации RI

MM
 = I

MM
/IPM. Если 

доля неспецифической гибридизации превышала 0.7, то выяв ле ние 
ОНП рассматривалось как неспецифичное. Проведенный моле ку-
ляр ный дизайн структур олигонуклеотидов для выявления ОНП у 
бета-лактамаз ТЕМ типа позволил достичь высокой специфичности 
определения мутаций: более 99% значений RIMM не превышали 0.4, 
и только одна группа олигонуклеотидов характеризовалась зна че-
нием RI

MM
 = 0.52. Авторами этой работы была сделана попытка 

Рис. 5. А: Схема определения точечных мутаций в гене методом аллель специ-
фи ческой гибридизации.
 Б: Результат определения точечных мутаций в гене методом гибридизацион-
ного анализа на микрочипе.
 В: Представление результатов гибридизационного анализа для определения 
одной точечной мутации в гене в относительных единицах. 
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существенно сократить время гибридизации с трех часов до 15 мин. 
с целью разработки метода экспресс-анализа резистентных штаммов, 
который мог бы использоваться в клинических лабораториях. Было 
установлено, что при проведении реакции гибридизации в течение 
1 часа 84% значений RI

MM
 не превышают 0.4, значения 14% RI

MM
 

не превышают 0.6, и при определении одной мутации наблюдается 
значение RI

MM
, близкое 0.7. Сокращение времени гибридизации до 30 

мин. показало сходную специфичность, но худшую воспроизводи мость 
результатов. При дальнейшем сокращении времени гибридизации 
до 15 мин. отмечено существенное ухудшение специфичности 
определения: шесть положений были определены неправильно, а 
21% значений RI

MM
 превышали 0.7. Таким образом было установлено, 

что время гибридизации может быть снижено до 30 мин. При этом 
общее время анализа составило 3.5 часа, что является существенным 
улучшением по сравнению со стандартными фенотипическим тес-
тами, проведение которых занимает 2–3 дня.
 Такой же подход был использован нами для разработки гибриди за-
цион ного анализа на микрочипах для генотипирования бета-лактамаз 
СТХ-М типа [123], отличие которых от других БЛРС класса А состоит 
в меньшей гомологии между генами одного типа. Поэтому наряду с 
олигонуклеотидами для идентификации точечных мутаций в генах 
были также подобраны структуры олигонуклеотидов для определения 
генетического субкластера. 
 В целом, бета-лактамазы СТХ-М типа отличаются от бета-лак та-
маз ТЕМ и SHV типов более высоким G–C составом, что приводило 
к более высокому уровню неспецифической гибридизации по 
срав нению с ранее полученными данными [120]. Для уменьшения 
уровня неспецифической гибридизации проводили тщательный 
моле кулярный дизайн структур специфических олигонуклеотидов. В 
качестве одного из способов повышения специфичности выявления 
центрального олигонуклеотида использовали введение искусственных 
замен в структуру олигонуклеотида. На рис. 6А приводятся результаты 
тестирования контрольного штамма, продуцирующего бета-лактамазу 
СТХ-М-3, методом гибридизационного анализа на микрочипах с 
использованием в качестве метки ДНК флуоресцентного красителя 
Су3. Специфичность выявления отдельных ОНП при проведении 
реак ции гибридизации при 450С оказалась недостаточно высокой: 
16 % значений RI

MM
 превышали 0.7. При увеличении температуры гиб-

ри дизации до 470С специфичность идентификации ОНП улучшилась 
незначительно: увеличилась доля RIMM со значениями менее 0.4, 
однако 10% значений RI

MM
 превышали 0.7 (рис. 6Б).
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Рис. 6. Профили интенсивностей сигналов гибридизации меченой ДНК, ампли-
фи цированной из контрольного штамма, продуцирующего бета–лактамазу 
CTX-M-3. По линии абсцисс обозначены номера мутаций в последовательности 
бета-лактамазы СТХ-М-1.
 А: метка – Су3, условия гибридизации: 450 C, 1 час;
 Б: метка – Су3, условия гибридизации: 470 C, 1 час;
 В: метка – биотин, условия гибридизации: 450 C, 2 часа.
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 Поскольку эффективность реакции гибридизации и ее специфич-
ность определяются вторичной структурой олигонуклеотидных 
цепей, на которую может оказывать влияние вводимая в ген метка, 
мы изучили введение альтернативной метки ДНК – биотина, молекула 
которого имеет существенно меньшие размеры по сравнению с флуо-
ресцентными метками группы цианинов [124]. Схема проведения 
гибридизационного анализа с биотином в качестве метки изображена 
на рис. 4Б. В ген бета-лактамазы вводили биотин в процессе ПЦР 
(в составе dUTP-биотин). Введенный биотин выявляли с помощью 
конъюгата стрептавидин-пероксидаза хрена (ПХ) и коло ри мет-
ри ческой детекции ПХ с использованием субстратов, окисление 
кото рых сопровождается образование интенсивно окрашенного 
про дукта, адсорбирующегося на поверхности стекла вблизи лока ли-
зации молекул фермента. На рис. 6В приводятся результаты тести-
ро вания контрольного штамма, продуцирующего бета-лактамазу 
СТХ-М-3, методом гибридизационного анализа на микрочипах с 
исполь зованием в качестве метки ДНК биотина. Специфичность 
выявления ОНП методом гибридизационного анализа с биотином 
в качестве метки была существенно выше даже при проведении 
реак ции гибри дизации при 450 С. На рис. 7 приводятся данные по 
срав нению специфичности выявления 19 различных ОНП, опи сан-
ных для бета-лактамаз субкластера СТХ-М-1, методом гибри ди за-
цион ного анализа с флуоресцентной и колориметрической детек-
цией. Использование биотина в качестве метки позволило добиться 
наилуч шей специфичности определения точечных мутаций: 94% 
значений RIMM не превышали 0.4. Всего были подобраны структуры 
олигонуклеотидных зондов для выявления 67 ОНП в генах бета-
лактамаз СТХ-М типа. Разработанный метод был апро би рован с 
использованием коллекции из 94 клинических штаммов микро ор-
ганизмов семейства Enterobacteriaceae. Было получено 100% совпа-
дение данных генотипирования методом гибридизационного анализа 
на микрочипе с данными полного секвенирования гена.
 Таким образом, выполненные исследования по мультипараметри-
ческому типированию ОНП в генах бета-лактамаз ТЕМ и СТХ-М 
типов методом аллель специфической гибридизации на микрочипах 
показали хороший потенциал данного метода. Особенностью рассмат-
риваемого подхода является его достаточная универсальность и 
возможность расширения типа идентифицируемых генов и мутаций.
 В дальнейшем это было подтверждено при разработке интегри-
рованного метода микроматриц для одновременного генотипирова ния 
трех наиболее клинически значимых БЛРС (ТЕМ, SHV и СТХ-М 
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типов) на основе определения ОНП в кодирующих генах [125]. Для 
амплификации генов были разработаны две мультиплексные ПЦР: 
в одной амплифицировались гены бета-лактамаз ТЕМ и SHV типов, 
во второй – два фрагмента генов бета-лактамаз СТХ-М типа, отно-
ся щихся ко всем четырем субкластерам и в сумме составляющих 
полноразмерный ген (открытую рамку считывания). В качестве 
метки ДНК была использована флуоресцентная метка Су3, которая 
вводилась в ген в процессе ПЦР. Для определения одного ОНП 
использовали набор из четырех олигонуклеотидов, различающихся 
типом нуклеотида в центральной позиции или в позиции, близкой 
к центральной. Предложено располагать группы олигонуклеотидов 
на микрочипе в виде модулей, каждый из которых содержит группы 
олигонуклеотидов для определения мутаций в генах бета-лактамаз 
одного типа. Это позволит в будущем добавлять новые группы олиго-
нуклеотидов для выявления новых мутаций в исследуемых типах 
генов, а также новые модули олигонуклеотидов для выявления новых 
типов бета-лактамаз. 

Рис. 7. Относительная специфичность выявления точечных мутаций в генах 
бета-лактамаз СТХ-М типа методом гибридизационного анализа на микрочипах 
с флуо ресцентной и колориметрической детекцией.
 � – метка ДНК – Су3, условия гибридизации: 450 C, 1 час;
 � – метка ДНК – Су3, условия гибридизации: 470 C, 1 час;
   – метка ДНК – биотин, условия гибридизации: 450 C, 2 часа.
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 Основная проблема интеграции разработанных ранее трех пане-
лей олигонуклеотидов для генотипирования, соответственно, ТЕМ, 
SHV и СТХ-М типов бета-лактамаз в один микрочип заключается в 
оптимизации условий, обеспечивающих эффективную гибридизацию 
олигонуклеотидов разной структуры при сохранении высокой 
чувствительности и специфичности анализа. Вследствие различий 
в структурах генов исследуемых типов БЛРС и более высокого G–C 
состава генов СТХ-М типа для повышения специфичности анализа 
температура гибридизации была увеличена до 470С по сравнению 
с температурой, выбранной ранее для генотипирования бета-лак та-
маз ТЕМ типа. Гибридизацию проводили в автоматическом режиме 
на гибридизационной станции в течение 1 часа. Для умень ше ния 
вероятности образования димеров и других стабильных эле мен-
тов вторичной структуры в последовательности некоторых олиго-
нук леотидов были введены искусственные замены. Проведенный 
моле кулярный дизайн структур специфических олигонуклеотидов 
позволил добиться очень высокой специфичности определения ОНП: 
в 94% олигонуклеотидов доля неспецифической гибридизации не 
превы шала значение 0.4. Разработанный метод позволяет определять 
одно временно более 150 ОНП, что значительно превышает количество 
определяемых одновременно параметров другими методами. 
 Интегрированный микрочип был протестирован с использова-
нием 60 образцов, которые были охарактеризованы стандартными 
фено типическими тестами определения чувствительности штам мов 
к панели антибиотиков и их комбинаций с ингибиторами. Данные 
гибридизационного анализа на микрочипе показали 93% чувст ви-
тельность и 100% специфичность метода. У 54 образцов были обна-
ружены БЛРС одного или нескольких типов. Для 4 образцов фено-
ти пически установленная резистенность не могла быть объяснена 
продукцией БЛРС. К преимуществам разработанного метода можно 
отнести успешную идентификацию смеси генотипов, принадлежа-
щих не только к разным типам генов (например, TEM-1 и SHV-12; 
TEM-1, SHV-1 и CTX-M-15), но и смеси двух генов, принадлежащих 
к одному генетическому типу (например, СТХ-М-15 и СТХ-М-14b; 
SHV-1 и SHV-14). Данные результаты были подтверждены методом 
секвенирования. Следует отметить, что детекция смесей двух генов 
на микрочипе осуществляется более четко и надежно, особенно если 
гены относятся к одному типу, в то время как при секвенировании 
обнаружение двух пиков на хроматограмме вызывает затруднения, 
особенно при автоматической обработке результатов.
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Разнообразие бета-лактамаз и чрезвычайно быстрое распространение 
известных детерминант резистентности, появление как новых детер-
минант, так и новых сочетаний описанных ранее детерминант устой-
чивости вызывают необходимость разработки адекватных способов 
их клинической диагностики для выбора правильного курса терапии, 
а также контроля за распространением инфекционных заболеваний. 
Молекулярно-биологические методы изучения структур генов явля-
ются незаменимыми для решения этих задач. Амплификационные 
и гибридизационные технологии позволили уже в настоящее время 
поднять на качественно новый уровень диагностику многих инфек-
цион ных и генетических заболеваний. 
 Тестирование устойчивости возбудителей инфекционных забо-
ле ваний к антибиотикам проводится как на «микро» уровне, когда 
определяется резистентность в отдельном клиническом учреждении 
или у отдельной группы пациентов, так и на «макро» уровне, когда 
проводятся межцентровые, национальные и интернациональные 
исследования, в которых анализируются сотни, тысячи и десятки 
тысяч штаммов возбудителей, собранных в различных лечебных 
учреж дениях. Для проведения масштабных исследований желательно 
иметь методы, позволяющие определять множество параметров в 
одной реакции, характеризующиеся достаточной чувствительностью 
и специфичностью и при этом высокой производительностью. 
 Широкое внедрение для этих целей методов секвенирования 
затруд нено как вследствие сложности и трудоемкости метода, необ-
хо димости специализированного дорогостоящего оборудования, так 
и достаточно высокой стоимости анализа. Использование методов 
муль типараметрического анализа на микрочипах представляется 
удоб ной альтернативой методу секвенирования. Осуществление муль-
ти параметрического определения генов и мутаций в них методом 
гибридизационного анализа на микрочипах имеет большой потен-
циал для использования его при изучении молекулярных механизмов 
резистентности и распространения инфекций.
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