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Устойчивость бактерий к бета-лактамным антибиотикам, наиболее широко применяемым для лечения бактериальных инфекций, обусловлена продукцией бета-лактамаз (БЛ), гидролизующих амидную связь в бета-лактамном кольце антибиотика. Лечение инфекций, вызванных резистентными к антибиотикам бактериями, осложняется наличием у них БЛ нескольких типов, имеющих разную субстратную специфичность [1]. Поэтому актуальной является разработка методов молекулярно-генетического анализа устойчивых к бета-лактамам бактерий для определения у них генов БЛ. Для этого предлагается использовать сочетание методов изотермической амплификации (ИТА) и гибридизационного анализа на биочипах. В сравнении с традиционной ПЦР метод ИТА может быть более быстрым и для него не требуется использование дорогостоящего термоциклера, так как реакция проходит при одной температуре. Одним из наиболее распространённых методов ИТА является петлевая изотермическая амплификация (ПИА, в англоязычной литературе LAMP - loop-mediated isothermal amplification),  впервые описанная в 2000-ом году [2]. Целью данной работы была оптимизация метода ПИА генов БЛ ТЕМ типа для последующего гибридизационного анализа на биочипах.

В ходе работы были подобраны два набора специфических праймеров для ПИА генов БЛ ТЕМ типа; были оптимизированы условия амплификации с использованием Bst ДНК-полимеразы и образцов гена БЛ TEM-1 (температура и время реакции). Состав ампликонов исследовали методом электрофореза в агарозе. Было показано, что продукт амплификации генов бета-лактамаз ТЕМ методом ПИА является по составу сложно-компонентным. Далее в ампликоны вводили метку-биотин с использованием фрагмента Клёнова. Меченые ампликоны гибридизовали с иммобилизованными на биочипах олигонуклеотидными зондами. Биочипы были изготовлены в лунках 96-луночных планшетов и включали специфические олигонуклеотидные зонды для идентификации трех типов генов бета-лактамаз класса А (ТЕМ, SHV и СТХ-М типов) и контрольные олигонуклеотидные зонды. Перед гибридизацией ампликоны фрагментировали с использованием эндонуклеаз (ДНКзы I, Sse9 I, Tru9 I). Полученные в ходе гибридизации комплексы ДНК выявляли с использованием конъюгата стрептавидин-пероксидаза хрена и колориметрической детекции пероксидазы. При анализе результатов гибридизации учитывали интенсивность гибридизации со специфическим зондом БЛ этого же типа и интенсивность гибридизационных сигналов с БЛ класса А других типов, имеющими достаточно высокий процент гомологии. Нефрагментированный продукт амплификации гибридизовался со специфическим зондом БЛ ТЕМ с хорошей интенсивностью, при этом сигнал неспецифической гибридизации с зондом для БЛ SHV типа был относительно высоким (18 % от сигнала компементарной гибридизации с зондом БЛ ТЕМ типа). Фрагментация ампликонов позволяет снизить уровень неспецифической гибридизации.
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