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РЕЗЮМЕ

Актуальность. Все большее значение приобретает проблема распространения анти-
биотикорезистентности среди возбудителей нозокомиальных инфекций. С целью совер-
шенствования микробиологического мониторинга целесообразно применение методов, 
позволяющих быстро определять наибольшее количество детерминант антибиотикоре-
зистентности. В связи с этим представляется актуальной разработка ПЦР тест-систем 
для детекции генов антибиотикорезистентности, в частности, для скрининга госпитали-
зируемых пациентов и выявления случаев внутрибольничного заражения. Цель. Разра-
ботать панель праймеров для детекции генов антибиотикорезистентности с помощью 
ПЦР с визуализацией результатов в режиме реального времени. Материалы и методы. 
Для дизайна специфичных праймеров и зондов использовались референсные последо-
вательности из баз данных Национального центра биотехнологической информации 
(NCBI). Подбор праймеров и оценку специфичности осуществляли при помощи про-
грамм NCBI PrimerBlast и Primer3. Тестирование праймеров для ПЦР-амплификации 
ряда генов антибиотикорезистентности проводилось на штаммах Кlebsiella pneumoniae. 
Данные штаммы были выделены из клинического материала реанимационных паци-
ентов с COVID-19, и проведено полногеномное секвенирование штаммов с детальной 
оценкой резистома, вирулома. Осуществлено сравнение результатов полногеномного 
секвенирования и мультиплексной real-time ПЦР. Результаты. Нами разработан набор 
праймеров для детекции генов антибиотикорезистентности, в том числе карбапенемаз, 
с помощью мультиплексной ПЦР в режиме реального времени. Заключение. Разрабо-
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ABSTRACT

Introduction. The problem of the spread of antibiotic resistance among pathogens of nosocomial 
infections is becoming increasingly important. In order to improve microbiological monitoring, it 
is advisable to use methods that allow you to quickly determine the largest number of antibiotic 
resistance determinants. In this regard, it seems relevant to develop PCR test systems for detecting 
antibiotic resistance genes, in particular, for screening hospitalized patients and identifying cases 
of nosocomial infection. Purpose. Develop a panel of primers for detection of antibiotic resistance 
genes using PCR with real-time visualization of results. Materials and methods. For the design 
of specific primers and probes, reference sequences from the databases of the National Center for 
Biotechnology Information (NCBI) were used. Primer selection and specificity assessment were 
performed using the NCBI PrimerBlast and Primer3 programs. Primers for PCR amplification of 
a number of antibiotic resistance genes were tested on strains of Klebsiella pneumoniae. These 

танная панель праймеров может быть использована для скрининга изолятов Klebsiella 
pneumoniae на  наличие генов резистентности, в  дальнейшем требуется расширение 
спектра детектируемых генов и апробация панели на клиническом материале. 

Ключевые слова: гены антибиотикорезистентности, карбапенемазы, клебсиелла, 
мультиплексная полимеразная цепная реакция, резистом, NDM.

Для цитирования: Мохов А.С., Климова А.Д., Азаров Д.В., Гончаров А.Е. Панель прай-
меров для оценки генов антибиотикорезистентности с детекцией результатов в фор-
мате реального времени. Российский журнал персонализированной медицины. 2023; 
3(1):72-79. DOI: 10.18705/2782-3806-2023-3-1-72-79.
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Список сокращений: БЛРС  — бета-лактамаза 
расширенного спектра, ИСМП  — инфекции, свя-
занные с оказанием медицинской помощи.

ВВЕДЕНИЕ

Развитие поколений устойчивых к антибиотикам 
бактерий и их глобальное распространение являют-
ся результатом многолетнего неослабевающего дав-
ления отбора, вызванного широким использованием 
антибиотиков в сфере здравоохранения и в животно-
водстве [1]. Все это приводит к снижению эффектив-
ности антибактериальной терапии, а также к росту 
заболеваемости инфекциями, связанными с оказани-
ем медицинской помощи (ИСМП) [2], что негативно 
отражается на  сроках госпитализации, стоимости 
лечения, росте смертности от  внутрибольничных 
инфекций [3]. При этом отмечается снижение темпа 
создания и внедрения в практику новых антибиоти-
ков [4]. Приоритетный статус разработок в области 
создания новых антимикробных препаратов полу-
чили представители группы ESKAPE (Enterococcus 
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa 
и виды Enterobacter) [5, 6], штаммы которых сфор-
мировали множественную и  экстремальную ле-
карственную устойчивость, что обуславливает их 
высокую клиническую и эпидемиологическую зна-
чимость как возбудителей ИСМП [7].

Пандемия COVID-19 обострила проблему рас-
пространения и циркуляции в стационарах бактерий 
с  множественной и  экстремальной лекарственной 
устойчивостью. В  частности, данные микробиоло-

гического мониторинга, проведенного в  отделени-
ях реанимации и интенсивной терапии в ковидных 
стационарах, продемонстрировали циркуляцию 
гипервирулентных, мультирезистентных штаммов  
K. pneumoniae. Летальный исход у реанимационных 
больных часто был ассоциирован с  присоединени-
ем бактериальной инфекции, в  том числе карбапе-
нем-резистентных энтеробактерий [8, 9]. Штаммы 
энтеробактерий, продуцирующие бета-лактамазу 
расширенного спектра (БЛРС), наиболее распростра-
нены в отделениях интенсивной терапии, неонаталь-
ной реанимации и  трансплантации. Практические 
сложности связаны с  тем, что стандартные методы 
оценки чувствительности бактерий к антибиотикам, 
времязатратны и  не определяют конкретный меха-
низм резистентности [10]. Своевременное выявле-
ние больных и носителей антибиотикорезистентных 
штаммов бактерий является важнейшим элементом 
инфекционного контроля в  условиях стационара. 
В данной связи остается критичным вопрос о созда-
нии точных и быстрых методов детекции генов анти-
биотикорезистентности для целей микробиологиче-
ского мониторинга и инфекционного контроля. 

Цель работы заключалась в  разработке панели 
праймеров для ПЦР-детекции генов антибиотико-
резистентности, в том числе карбапенемаз. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В настоящем исследовании были исполь-
зованы шесть мультирезистентных штаммов  
K. pneumoniae, охарактеризованных ранее методом 
полногеномного секвенирования, выделенных из 

strains were isolated from the clinical material of intensive care patients with COVID-19 and whole 
genome sequencing of the strains was carried out with a detailed assessment of the resistome, 
virulome. The results of whole genome sequencing and multiplex real-time PCR were compared. 
Results. We have developed a set of primers for the detection of antibiotic resistance genes, includ-
ing carbapenemase, using real-time multiplex PCR. Conclusion. The developed panel of primers 
can be used to screen Klebsiella pneumoniae isolates for the presence of resistance genes; further 
expansion of the spectrum of detected genes and testing of the panel on clinical material is required.

Key words: antibiotic resistance genes, carbapenemases, Klebsiella, multiplex polymerase 
chain reaction, NDM, resistome.

For citation: Mokhov AS, Klimova AD, Azarov DV, Goncharov AE. Panel of primers for 
evaluation of antibiotic resistance genes with real time detection of results. Russian Journal 
for Personalized Medicine. 2023;3(1):72-79. (In Russ.) DOI: 10.18705/2782-3806-2023-3-1-
72-79.
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Таблица 1. Последовательности праймеров и зондов для детекции генов 
антибиотикорезистентности

Table 1. Synthetic oligonucleotide primers for the detection of antibiotic resistance genes
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Последовательность 5’–3’/
Primer sequence 5’–3’

Размер 
ПЦР-продук-
та (п.о.)/ PCR 
product size 

(bp)

Флуорофор/
Fluorophore

1

q
n

rS

Прямой праймер/
Forward primer TGATCTCACCTTCACCGCTT

222 ROXОбратный праймер/
Reverse primer TCACACGCACGGAACTCTAT

Зонд/proba TGCAAGTTTCCAACAATGCC

b
la

SH
V

Прямой праймер/
Forward primer GATCCACTATCGCCAGCAG

233 FAMОбратный праймер/
Reverse primer CCTCATTCAGTTCCGTTtCCC

Зонд/proba GATTGACTGCCTtTTTGCGC

A
P

H
(3

’)
-Ia

 Прямой праймер/
Forward primer ATGCCTCTTCCGACCATCAA

173 HEXОбратный праймер/
Reverse primer AcAGGAATCGAATGCAACCG

Зонд/proba TTACTCACCACTGCGaTCCC

2

Te
t(

A
) 

Прямой праймер/
Forward primer TCATGCTCGGAATGATTGCC

238 ROXОбратный праймер/
Reverse primer TAGATCGCCGTGAAGAGGAG

Зонд/proba GCTACATCCTGCTTGCcTT

b
la

N
D

M

Прямой праймер/
Forward primer AGCAAATGGAAACTGGCGAC

213 FAMОбратный праймер/
Reverse primer CCTGCTTGATCCAGTTGAGG

Зонд/proba ACGGTTTGATCGTCAGGGAT

b
la

TE
M

Прямой праймер/
Forward primer GTGCACGAGTGGGTTACATC

172 HEXОбратный праймер/
Reverse primer GAATAGTGTATGCGGCGACC

Зонд/proba TTCTGCTATGTGGYGCGGTA

клинического материала реанимационных паци-
ентов с COVID-19 (NCBI BioProject PRJNA748260, 
PRJNA788329). 

На основании антибиотикограмм и данных пол-
ногеномного секвенирования был отобран пере-
чень целевых генов антибиотикорезистентности: 
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qnrS, blaSHV, APH(3’)-Ia, Tet(A), blaNDM, blaTEM, Sul, 
AAC(6’)-Ib. Для поиска консервативных участков 
в последовательностях генов для подбора прайме-
ров и  зондов провели множественное выравнива-
ние референсных последовательностей, доступных 
в NCBI Gene. Дизайн праймеров и зондов проводи-
ли с  использованием программного обеспечения 
NCBI PrimerBlast и  Primer3. Последовательности 
праймеров представлены в таблице 1. 

Для выделения ДНК был использован комплект 
реагентов «ДНК-сорб» («Амплисенс», Россия). 

Амплификация ДНК проводилась на  приборе 
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США) по следующей 
программе: первичная денатурация — 95 0С, 3 мин; 
45 циклов: 95 0С, 30 сек; 57 0С, 30 сек; 72 0С, 30 сек. 
Детекцию результатов проводили в режиме реаль-
ного времени. В работе использовали qPCRmix-HS 
(«Евроген», Россия).

Для определения оптимальной температуры от-
жига праймеров мы провели моноплексные реак-
ции ПЦР с использованием температурного гради-
ента 55–65 0С, также мы подобрали оптимальную 
продолжительность предварительной денатурации 
и  каждого шага цикла ПЦР. В  последующем мы 
подобрали соотношение праймеров и  зондов для 
мультиплексной real-time ПЦР, используя резуль-
таты, полученные при проведении моноплексных 
реакций ПЦР.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ  
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе, на основании данных микро-
биологического мониторинга и  полногеномного 
секвенирования репрезентативных штаммов, ко-
торые циркулируют в  стационарах, оказывающих 
медицинскую помощь пациентам с  COVID-19, 
нами был определен перечень генов-мишеней для 
создания панели праймеров. В качестве модельно-

го организма использовали штаммы K. pneumoniae, 
которые обладают множеством генов антибиоти-
корезистентности. Данный микроорганизм был 
выбран в связи с широким распространением в ко-
видных стационарах и обострением проблемы, свя-
занной с его распространением [11]. 

В связи с  широким распространением и  кли-
нической значимостью мультиантибиотикорези-
стентных штаммов клебсиелл и других грамотри-
цательных бактерий, для формирования панели 
праймеров нами были выбраны следующие гены/
семейства генов: qnrS, blaSHV, APH(3’)-Ia, Tet(A), 
blaNDM, blaTEM, Sul, AAC(6’)-Ib.

Гены семейств blaSHV, blaTEM и  ген blaNDM яв-
ляются генетическими детерминантами рези-
стентности к  β-лактамам. На  β-лактамные ан-
тибиотики  — пенициллины, цефалоспорины 
и  карбапенемы приходится примерно две трети 
от всех назначаемых антибиотиков [12]. Ген blaNDM 
кодирует металло-β-лактамазу, способную гидро-
лизовать большинство β-лактамных антибиоти-
ков. Эти препараты используются в качестве тера-
пии первой линии при тяжелых инфекциях и для 
лечения полирезистентных грамотрицательных 
бактериальных инфекций. Бета-лактамазы ТЕМ 
представляют собой одно из наиболее клиниче-
ски значимых семейств бета-лактамаз. Первый из 
обнаруженных в  этой группе, TEM-1 гидролизу-
ет ранние цефалоспорины, в дополнение ко мно-
гим пенициллинам [13, 14]. ТЕМ-3 была первой 
из β-лактамаз расширенного спектра действия 
(БЛРС), которые имеют увеличенный субстрат-
ный спектр, включая цефалоспорины третьего 
поколения. Также были отобраны генетические 
маркеры резистентности к  аминогликазидам  — 
aph(3)-Ia [15], тетрациклинам — tet(A) [16], фтор-
хинолонам  — aac(6’)-Ib, сульфонамидам  — Sul 
[17] и  к хинолонам  — плазмид-опосредованные 
гены устойчивости qnrS [18]. 

3

Su
l

Прямой праймер/
Forward primer GCTGGTGGTTATGCACTCAG

224 ROXОбратный праймер/
Reverse primer TTTGAAGGTTCGACAGCACG

Зонд/proba GATTTTTCTTGAGCCCCGCA

A
A

C
(6

’)
-Ib

 

Прямой праймер/
Forward primer AGTCGTACGTTGCTCTTGGA

237 FAM
Обратный праймер/
Reverse primer CAAACCCCGCTTTCTCGTAG

Зонд/proba GACGGAHGGTGGGAAGAAGA
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В результате проведенной апробации real-time 
ПЦР были получены результаты, представленные 
в таблице 2.

В ходе апробации праймеров неспецифической 
амплификации с  человеческой ДНК не  наблюда-
лось. Показатели чувствительности и  специфич-
ности ПЦР-детекции относительно данных полно-
геномного секвенирования оказались достаточно 
высокими и составили от 0,67 до 1.

В развитие проекта планируются дополнитель-
ные исследования, направленные на оценку разре-
шающей способности данной панели, тестирование 
на большем количестве изолятов, апробация пане-
ли на клиническом материале и/или смывах с объ-
ектов внешней среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Нами разработан набор праймеров для ПЦР-де-
текции генов антибиотикорезистентности. Раз-
работка панели для выявления генов антибио-
тикорезистентности является перспективным 
направлением. Внедрение молекулярно-генетиче-
ских методов детекции детерминант антибиоти-
корезистентности в  рутинную практику позволит 
усовершенствовать микробиологический монито-
ринг мультиантибиотикорезистентных штаммов 
бактерий в условиях стационара. 
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