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Разработана и оптимизирована система мультиплексной ПЦР для быстрого выявления пяти основ-
ных возбудителей бактериальной пневмонии. Система может быть расширена для анализа возбуди-
телей пневмонии вирусной (ДНК- и РНК-содержащие вирусы), а также грибковой природы.
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ВВЕДЕНИЕ
Инфекционная пневмония – острый воспали-

тельный процесс легочной ткани, вызываемый ши-
роким рядом возбудителей бактериальной, ви-
русной и грибковой природы. Вспышки инфек-
ционных пневмоний, вызванных коронавирусами
SARS-CoV (2002–2003 г.), MERS-CoV (2012–2013 г.),
SARS-CoV-2 (2019–?), вирусами гриппа А и В, а
также бактериальных пневмоний, становятся ре-
альной социальной угрозой. Бактериальные пнев-
монии характеризуются летальностью около 15%,
при этом летальность в случаях тяжелого тече-
ния внебольничной пневмонии (ТВП) может до-
стигать 21–58% [1], что сравнимо с таковыми по-
казателями SARS (т.н. атипичная пневмония,
ТОРС), MERS [2] и превышает этот показатель
для CoViD-19 и гриппа.

Специализированные лечебные учреждения, в
которые поступают пациенты с клиническим ди-
агнозом “пневмония”, сталкиваются с проблемой
установления этиологии заболевания и быстрой
идентификации возбудителя, поскольку часто ви-
русные и бактериальные пневмонии характеризу-
ются сходной клинической картиной. Ситуация
резко обострилась с возникновением пандемии
CoViD-19, для которого необходима своевремен-
ная дифференциальная диагностика вторичной
бактериальной инфекции, часто возникающей как
одно из осложнений при течении болезни.

От своевременной постановки точного диагноза
зависит правильный подбор препаратов и стратегия
лечения пациента [3]. Сложившаяся ситуация сиг-
нализирует об острой необходимости создания экс-
пресс-методов дифференциальной диагностики.

Разработана мультиплексная ПЦР для видового
определения пяти основных возбудителей бакте-
риальной пневмонии человека. Система ориен-
тирована на применение в клинической диагно-
стике для определения этиологии заболевания
благодаря возможности дифференцировать бак-
териальную от вирусной и грибковой пневмонии.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Одними из наиболее распространенных возбу-
дителей бактериальной пневмонии являются пред-
ставители нескольких родов: Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza,
Legionella pneumophila, Klebsiella pneumonia и некото-
рые другие [4]. Для перечисленных пяти бактери-
альных видов были выбраны генетические мишени
и сконструированы праймеры для осуществле-
ния мультиплексной ПЦР. При конструировании
праймеров руководствовались требованием видо-
вой специфичности и внутривидовой консерва-
тивности выбранных участков генетических ми-
шеней, необходимым для надежной дифферен-
циальной диагностики, например, ген ebpS для
идентификации S. aureus [5] и ген sidA для L. pneu-
mophila [6]. Учитывали необходимость получе-
ния различных длин ПЦР-продуктов для удоб-
ства идентификации возбудителя при электрофо-
ретическом разделении.

Сокращения: ТОРС – тяжелый острый респираторный
синдром; ТВП – тяжелая внебольничная пневмония;
СТАВ – цетил-триметил аммоний бромид.
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Для каждого праймера проводили процедуру
BLAST-анализа, определяли его физико-химиче-
ские характеристики, включая тестирование на на-
личие как внутри- так и межмолекулярных вто-
ричных структур.

Проводили оптимизацию температурно-вре-
менного профиля ПЦР с применением градиент-
ной ПЦР, а также состава компонентов буфера и
концентрации каждого из праймеров в смеси.
Экспериментально определяли специфичность
праймеров к целевым и нецелевым мишеням (ис-
пользуя тотальную геномную ДНК каждого из те-
стируемых бактериальных штаммов), как в режи-
ме применения индивидуальных ДНК-матриц, так
и в режиме смесей ДНК нескольких возбудителей
в одной пробирке. Установили, что праймеры об-
ладают высокой специфичностью в смеси, содер-
жащей ДНК различных микроорганизмов и спо-
собны выявлять исключительно свои специфичные
мишени, не давая ложноположительный результат
при наличии в смеси неспецифичной ДНК.

Определяли чувствительность сконструирован-
ной тест-системы раститровкой ДНК каждого из
анализируемых возбудителей, которая составила
от 102 до 103 копий геномной ДНК на реакцион-
ную пробирку, в том числе при одновременном
введении в смесь нескольких матриц.

Результат дифференциального обнаружения
ДНК возбудителя в образце методом мульти-
плексной ПЦР показан на рис. 1.

Разработанная система может быть расширена
для выявления возбудителей пневмонии вирус-

ной и грибковой природы. В настоящее время пла-
нируется проведение испытаний на клинических
образцах, применение меченых производных dNTP
для последующего анализа на биочипах, а также
разработка математического алгоритма расчетов
сигналов амплификации. Система подходит для
диагностических лабораторий, специализирую-
щихся на клинических анализах с использова-
нием ПЦР.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Штаммы

В работе использована деконтаминированная
полногеномная ДНК бактериальных штаммов
из коллекции ГНЦ прикладной микробиологии
и биотехнологии (п. Оболенск). Выделение ДНК
из клеточных культур осуществляли CTAB-ме-
тодом [7].

Праймеры
Множественное выравнивание последователь-

ностей геномных мишеней проводили с помощью
алгоритма ClustalW (www.clustal.org). Конструиро-
вание праймеров осуществляли с помощью сете-
вого ресурса www.idtdna.com, анализ специ-
фичности проводили с помощью алгоритма
BLAST (NIH, США). Последовательности, видо-
специфичность, генетические мишени и длина
ПЦР-продуктов для всех использованных пар
праймеров приведены ниже: S. aureus, ген ebpS,
прямой ebpS-f (5'-ACTCGACTGAGGATAAAGC-

Рис. 1. Определение ДНК возбудителя электрофоретическим разделением ПЦР-продуктов. 1 – маркер длин ДНК
GeneRuler 100bp (Thermo Scientific, США), 2 – S. aureus, 3 – L. pneumophila, 4 – S. aureus + L. pneumophila, 5 – маркер
длин ДНК GeneRuler 50bp (Thermo Scientific, США), 6 – P. aeruginosa, 7 – H. influenza, 8 – P. aeruginosa + H. influenza.
4% агарозный гель, окрашивание бромистым этидием.
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GTCT-3'), обратный ebpS-r (5'-CCTCCAAATATC-
GCTAATGCACC-3'), длина продукта – 283 п.о.;
L. pneumophila, ген sidA, прямой sidA-f (5'-TTC-
CACTGGTGGGTGGGGTTTTG-3'), обратный
sidA-r (5'-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-
3'), длина ПЦР-продукта – 369 п.о.; H. influenza,
ген fucK, прямой fucK-f (5'-TGCTCACTCAAC-
GCTTAACTGGT-3'), обратный fucK-r (5'-TTCTG-
GGCTAATGGTGTACGTAA-3'), длина ПЦР-продук-
та – 193 п.о.; P. aeruginosa, ген oprL, прямой oprL-f
(5'-GCGTGCGATCACCACCTTCTACT-3'), об-
ратный oprL-r (5'-TTCTTCAGCTCGACGCGAC-
GGTT-3'), длина ПЦР-продукта – 321 п.о.;
K. pneumonia, ген rmpA, прямой rmpA-f (5'-AT-
CAATAGCAATTAAGCACAAAA-3'), обратный
rmpA-r (5'-TCATAATCACACCCTTTAGGATA-3'),
длина ПЦР-продукта – 177 п.о.

Мультиплексная ПЦР

Реакционная смесь (30 мкл) содержала 1.5 еди-
ницы Taq-полимеразы (Thermo Scientific, США)
в буфере той же фирмы, dNTP в концентрации
200 мкМ каждого, пять пар специфичных прай-
меров и полногеномную бактериальную матрицу
(либо смесь бактериальных ДНК). Реакцию про-
водили на ДНК-амплификаторе MiniCycler (MJRe-
search, США) при следующих условиях: 95°C в те-
чение 5 мин (начальная денатурация); 36 циклов
по 20 с при 95°C, 30 с при 66°C и 40 с при 72°C; за-
вершающая инкубация в течение 5 мин при 72°C.
Градиентную ПЦР и определение чувствительно-
сти системы с помощью ПЦР в режиме реального
времени проводили на амплификаторе IQ5 (Bio-
Rad, США). Продукты ПЦР разделяли в 4% ага-
розном геле, окрашивали бромистым этидием.
Тип анализируемой ДНК определяли по длинам
продуктов амплификации (рис. 1).
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Multiplex PCR for Detection of Bacterial Pathogens of Infectious Pneumonia
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A multiplex PCR system has been developed and optimized for rapid detection of the five main pathogens of
bacterial pneumonia. The system can be expanded to analyze viral pathogens of pneumonia (DNA- and
RNA-containing viruses), as well as fungal nature.
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