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Аннотация

Цели. Разработка мультипраймерной системы на основе полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), направленной на одновременное выявление шести основных бактериальных возбу-
дителей пневмонии человека; выявление параметров и закономерностей, имеющих важ-
ное значение для оптимизации мультипраймерной системы, в том числе для разработ-
ки систем ПЦР в иммобилизованной фазе (на биологическом микрочипе).
Методы. Для определения оптимальных параметров системы использовали методы 
ПЦР в т.н. «моноплексном» и мультиплексном форматах.
Результаты. Сконструированы праймеры, и оптимизирован температурно-времен-
ной профиль проведения ПЦР в объеме для выявления Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Haemophilus influenza, Legionella pneumophila, Klebsiella pneumoniae и 
Streptococcus pneumoniae. Выявлены закономерности конструирования праймеров для 
ПЦР в иммобилизованной фазе.
Выводы. Изученные закономерности особенностей оптимизации мультипраймерных 
систем позволили разработать прототип системы, способной специфично выявлять 
шесть клинически значимых возбудителей пневмонии человека. Прототип системы мо-
жет быть расширен для анализа вирусных и грибковых патогенов и применяться в кли-
нической диагностике. Результаты изучения особенностей мультиплексной ПЦР в иммо-
билизованной фазе привели к созданию прототипа системы для выявления патогенных 
агентов на биологическом микрочипе.
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Abstract

Objectives. The objectives of this work are the development of a multi-primer system based 
on the polymerase chain reaction (PCR) aimed at the simultaneous detection of six bacterial 
pathogens that cause human pneumonia and the determination of the parameters important 
for the optimization of this multi-primer system, including solid-phase PCR systems (biological 
microarrays).
Methods. To determine the optimal parameters of the system, PCR methods were used in 
monoplex and multiplex formats.
Results. Primers for Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenza, 
Legionella pneumophila, Klebsiella pneumoniae, and Streptococcus pneumoniae detection were 
designed, and the PCR cycling conditions were optimized. The patterns of primer design for solid-
phase PCR were revealed.
Conclusions. The developed prototype of a system specifically identifies six clinically significant 
bacterial pathogens. It could be expanded for the analysis of viral and fungal pathogens and used 
in clinical diagnostics. A prototype of a system for pathogenic agent detection in the immobilized 
phase (biological microarray) was created.
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ВВЕДЕНИЕ

Инфекционная пневмония представляет собой 
спектр различающихся по этиологии и патогене-
зу заболеваний органов дыхательной системы [1]. 
Точное и своевременное определение возбудителя, 
вызвавшего поражения, имеет важное значение в 
разработке успешных схем лечения [2], а также кон-
троля зараженных, что является актуальной пробле-
мой в условиях пандемии COVID-19, когда помимо 
вирусного заболевания поступающие в медицинские 

учреждения пациенты сталкиваются со вторичными 
внутрибольничными инфекциями [3].

Для идентификации возбудителей пневмонии, 
которыми могут выступать вирусы, бактерии или 
грибки, можно использовать стандартные методи-
ки этиологической диагностики, например, посевы, 
что зачастую неудобно из-за ограничений в работе с 
биологическими образцами и проведения длитель-
ных и трудоемких работ по культивированию, вы-
делению и дальнейшему определению патогенных 
агентов [4, 5]. По этим причинам часто необходима 
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более точная и быстрая идентификация для правиль-
ного лечения [6].

Сегодня все большее распространение получа-
ют молекулярно-генетические методы анализа типа 
различных вариаций полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Их применение выгодно отличается относи-
тельной легкостью, точностью и чувствительностью 
результатов, а также быстротой [4], что важно для 
лечения заболеваний с высокой динамикой развития 
патологического процесса.

Данная работая посвящена разработке и опти-
мизации ПЦР для одновременного обнаружения ше-
сти бактериальных возбудителей пневмонии чело-
века Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Haemophilus influenza, Legionella pneumophila, 
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus pneumoniae. В 
описанном подходе амплифицировали участки мар-
керных генов возбудителей в одном общем объеме, 
получаемые продукты разделяли электрофорети-
ческим методом. По длинам обнаруженных ампли-
фицированных фрагментов идентифицировали кон-
кретный возбудитель.

На примере разработанной системы описаны 
важные особенности оптимизации мультипраймер-
ной ПЦР, в том числе – для применения в иммоби-
лизованной фазе.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Штаммы
В работе использована деконтаминированная 

полногеномная ДНК бактериальных штаммов из кол-
лекции Государственного научного центра приклад-
ной микробиологии и биотехнологии (п. Оболенск, 
Серпухов, Московская область, Россия). Выделение 
ДНК из клеточных культур осуществляли CTAB-ме-
тодом [7].

Праймеры
Множественное выравнивание последователь-

ностей геномных мишеней проводили с помощью 
алгоритма ClustalW1. Конструирование праймеров 
осуществляли с помощью сетевого ресурса Integrated 
DNA Technologies2, анализ специфичности проводи-
ли с помощью алгоритма BLAST3 (National Institutes 
of Health, США). Последовательности, видоспеци-
фичность, генетические мишени и длина ПЦР-про-
дуктов для всех использованных пар праймеров при-
ведены ниже: 

S.   aureus ,   ген   ebpS,   прямой  ebpS-f 
(5’-ACTCGACTGAGGATAAAGCGTCT-3’), обрат  ный 
ebpS-r (5’-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3’), длина про-
дукта – 283 пар оснований (п.о.), вложенные   обратные  
R1 (5’-NH2-CCTCCAAATATCGCTAATGCACC-3’), 
R2 (5’-NH2-GGTAACAATACTTTGGCCATGCCACC-3’), вло  -
женные  прямые F1 (5’-CTGCCGCTTCAAAACCACATGCC-3), 
F2 (5’-AAAAGGTGGCATGGCCAAAGT-3’) , 
F3 (5’-AGCAAGTAATAGTGCTTCTGCCG-3’).

S. pneumoniae ,  ген cpsB, прямой cpsB-f1 
(5’-TTGATGTAGATGACGGTCCCAAG-3’), обрат-

ный cpsB-r1 (5’-TATATCTCTGCGCCATAAGCAAT-3’), 
длина ПЦР-продукта – 217 п.о., вложенные обратные 
R3 (5’-NH2-TATATCTCTGCGCCATAAGCAAT-3’), 
R4 (5’-NH2-CGAACCTGAAGAAAGTTTTCTG-3’), 
R5 (5’-NH2-GCAATGACTAAATCATCTGCCAC-3’), вложен-
ные прямые F4 (5’-GCGAACCATTGTCTCTACCTCTC-3’), 
F5 (5’-TCTACCTCTCACCGTCGCAAGGG-3’), 
F6 (5’-TGGCAGAATCCTACAGGCAGG-3’).

L. pneumophila ,  ген sidA, прямой sidA-f 
(5’-TTCCACTGGTGGGTGGGGTTTTG-3’), обратный 
sidA-r (5’-TCATGTTGGAGTTCTATGGCACG-3’), дли-
на ПЦР-продукта – 369 п.о. 

H. inf luenza ,  ген fucK,  прямой 
fucK-f (5’-TGCTCACTCAACGCTTAACTGGT-3’), обрат-
ный fucK-r (5’-TTCTGGGCTAATGGTGTACGTAA-3’), 
длина ПЦР-продукта – 193 п.о. 

P.  a e r u g i n o s a ,  г е н  o p r L ,  п р я м о й 
oprL-f (5’-GCGTGCGATCACCACCTTCTACT-3’), обрат-
ный oprL-r (5’-TTCTTCAGCTCGACGCGACGGTT-3’), 
длина ПЦР-продукта – 321 п.о. 

K .  p n e u m o n i a e ,  г е н  r m p A ,  п р я м о й 
rmpA-f (5’-ATCAATAGCAATTAAGCACAAAA-3’), обрат-
ный rmpA-r (5’-TCATAATCACACCCTTTAGGATA-3’), 
длина ПЦР-продукта – 177 п.о.

Мультиплексная ПЦР
Реакционная смесь (30 мкл) содержала 1.5 еди-

ниц Taq-полимеразы (Thermo Scientific, США) в 
буфере той же фирмы, dNTP в концентрации 200 мкМ 
каждого, пять пар специфичных праймеров и 
полногеномную бактериальную матрицу (либо 
смесь бактериальных ДНК). Реакцию проводили 
на ДНК-амплификаторе MiniCycler (MJResearch, 
США) при следующих условиях: 95 °C в течение 
5 мин (начальная денатурация); 30 циклов по 20 с 
при 95 °C, 30 с при 66 °C и 30 с при 72 °C; за-
вершающая инкубация в течение 5 мин при 72 °C. 
Градиентную ПЦР и определение чувствитель-
ности системы с помощью ПЦР в режиме реаль-
ного времени проводили на амплификаторе IQ5 
(Bio-Rad, США). Продукты ПЦР разделяли в 4% 
агарозном геле, окрашивали бромистым этидием. 
Тип анализируемой ДНК определяли по длинам 
продуктов амплификации в ультрафиолете.

1 Clustal: Multiple Sequence Alignment. URL: www.clustal.
org (дата обращения 15.12.2020 [accessed December 15, 
2020]).
2 Integrated DNA Technologies. URL: www.idtdna.com (дата 
обращения 15.12.2020 [accessed December 17, 2020]).
3 Basic Local Alignment Search Tool. URL: https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi (дата обращения 15.12.2020 [accessed 
December 15, 2020])
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a b
Рис. 1. Электрофореграммы ПЦР-продуктов градиентных ПЦР. L – маркер длин GeneRuler 50bp 

(Thermo Sientific, США). 4% агарозный гель, окрашивание бромистым этидием.  
а – S. aureus. Температура отжига праймеров, лунка: 1 – 65.0 ℃, 2 – 65.6 ℃, 3 – 66.5 ℃, 4 – 67.7 ℃, 5 – 69.5 ℃, 

6 – 70.8 ℃, 7 – 71.7 ℃, 8 – 72.0 ℃, 9 – отрицательный контроль; 
б – L. pneumophila. Температура отжига праймеров, лунка: 1 – 57.0 ℃, 2 – 58.2 ℃, 3 – 60.0 ℃, 4 – 62.7 ℃, 

5 – 66.5 ℃, 6 – 69.3 ℃, 7 – 71.0 ℃, 8 – 72.0 ℃, 9 – отрицательный контроль.
Fig. 1. Electropherograms of PCR products of gradient PCR. L – GeneRuler 50bp length marker 

(Thermo Scientific, USA). 4% agarose gel, coloring with ethidium bromide. 
(a) S. aureus. Primers annealing temperatures: Well 1: 65.0 °C, Well 2: 65.6 °C, Well 3: 66.5 °C, Well 4: 67.7 °C, Well 

5: 69.5 °C, Well 6: 70.8 °C, Well 7: 71.7 °C, Well 8: 72.0 °C, Well 9: negative control; 
(b) L. pneumophila. Primers annealing temperatures: Well 1: 57.0 °C, Well 2: 58.2 °C, Well 3: 60.0 °C, Well 4: 62.7 °C, 

Well 5: 66.5 °C, Well 6: 69.3 °C, Well 7: 71.0 °C, Well 8: 72.0 °C, Well 9: negative control.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Для шести наиболее важных возбудителей пнев-
монии были выбраны генетические мишени и скон-
струированы праймеры для осуществления мульти-
плексной ПЦР [8–16]. 

При конструировании последовательностей 
праймеров руководствовались общими требования-
ми: видовой специфичностью и внутривидовой кон-
сервативностью выбранных участков генетических 
мишеней. Вручную были выбраны участки для 
отжига праймеров, учитывалась также необходи-
мость получения различных длин ПЦР-продуктов 
для удобства последующей детекции возбудителей 
электрофоретическим разделением. Для каждой 
олигонуклеотидной последовательности определяли 
физико-химические характеристики, проводили про-
цедуру BLAST-анализа и исследовали на предмет 
образования димеров, шпилек и других вторичных 
структур.

В качестве первоначальных условий амплифи-
кации для последующей оптимизации были выбра-
ны следующие значения: денатурация при 95 ℃ и 
30 циклов по 20 с при 95 ℃, 30 с при 57 ℃ и 30 с при 
72 ℃. Для возбудителей S. aureus и L. pneumophila 
проводили градиентные «моноплексные» ПЦР, по 
результатам которых увеличили температуру отжига 
до 66 ℃ (рис. 1).

В новом температурно-временном цикле прово-
дили «моноплексные» варианты ПЦР для остальных 
четырех возбудителей, проверяя работу праймеров и 
сверяя длины ПЦР-продуктов с теоретическими, 
после чего в режиме смеси ДНК-матриц (рис. 2)  

Рис. 2. Электрофоретическое разделение 
ПЦР-продуктов мультиплексной ПЦР со смесью праймеров. 
1 – маркер длин GeneRuler 50bp (Thermo Sientific, США),

2 – S. aureus, 3 – L. pneumophila, 4 – H. influenzae, 
5 – P. aeruginosa, 6 – S. pneumoniae, 
7 – L. pneumophila + S. pneumoniae, 

8 – S. pneumoniae + H. Influenzae + S. aureus. 
4% агарозный гель, окрашивание бромистым этидием.

Fig. 2. Electrophoretic separation of PCR products 
by multiplex PCR with a mixture of primers. 

(1) GeneRuler 50bp length marker (Thermo Sientific, USA), 
(2) S. aureus, (3) L. pneumophila, (4) H. influenzae, 

(5) P. aeruginosa, (6) S. pneumoniae, 
(7) L. pneumophila + S pneumoniae, 

(8) S. pneumoniae + H. Influenzae + S. aureus. 
The PCR products were separated in 4% agarose gel and 

colored with ethidium bromide.

нескольких возбудителей подтверждали их специфич-
ность и способность выявлять только «свои» возбуди-
тели, не давая ложноположительных результатов.

Результат дифференциального обнаружения 
ДНК возбудителя в образце методом мультиплекс-
ной ПЦР показан на рис. 3.
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Рис. 3. Определение ДНК возбудителя электрофоретическим разделение ПЦР-продуктов. 
L – маркер длин GeneRuler 50bp (Thermo Sientific, США), 1 – S. pneumoniae, 2 – S. aureus, 3 – L. pneumophila, 

4 – S. aureus + L. pneumophila, 5 – H. influenzae, 6 – P. aeruginosa, 7 – H. influenzae + P. aeruginosa, 
8 – K. pneumoniae. 4% агарозный гель, окрашивание бромистым этидием.

Fig. 3. Determination of the pathogen DNA by electrophoretic separation of PCR products. 
L – GeneRuler 50bp length marker (Thermo Scientific, USA), (1) S. pneumoniae, (2) S. aureus, (3) L. pneumophila, 

(4) S. aureus + L. pneumophila, (5) H. influenzae, (6) P. aeruginosa, (7) H. influenzae + P. aeruginosa, 
(8) K. pneumoniae. The PCR products were separated in 4% agarose gel and colored with ethidium bromide.

Рис. 4. Электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов 
S. aureus. 1 – маркер длин GeneRuler 50bp 

(Thermo Sientific, США), 2 – R1+F1 (163 пар оснований (п.о.)), 
3 – R1+F2 (78 п.о.), 4 – R1+F3 (180 п.о.), 

5 – R2+F1 (115 п.о.), 6 – R2+F2 (30 п.о.), 7 – R2+F3 (132 п.о.). 
Литерами «R» и «F» c цифровым индексом обозначены 
различные праймеры, в скобках указана теоретическая 

длина соответствующего ПЦР-продукта. 
Fig. 4. Electrophoretic separation of S. aureus PCR products. 
(1) GeneRuler 50bp length marker (Thermo Sientific, USA), 
(2) R1 + F1 (163 base pairs (bp)), (3) R1 + F2 (78 bp), 

(4) R1 + F3 (180 bp), (5) R2 + F1 (115 bp), 
(6) R2 + F2 (30 bp), (7) R2 + F3 (132 bp). 

The letters “R” and “F” indicate the numerical indexes 
used to designate various primers. The theoretical length of 

the corresponding PCR product is indicated in parentheses.

Рис. 5. Электрофоретическое разделение ПЦР-продуктов 
S. pneumoniae. 1 – маркер длин GeneRuler 50bp 
(Thermo Sientific, США); 2 – R3+F4 (144 п.о.); 

3 – R3+F5 (131 п.о.); 4 – R3+F6 (169 п.о.); 
5 – R4+F4 (87 п.о.); 6 – R4+F5 (74 п.о.); 

7 – R4+F6 (112 п.о.); 8 – R5+F4 (126 п.о.); 
9 – R5+F5 (113 п.о.); 10 – R5+F6 (151 п.о.). Литерами 
«R» и «F» c цифровым индексом обозначены различные 

праймеры, в скобках указана теоретическая длина 
соответствующего ПЦР-продукта. 

Fig. 5. Electrophoretic separation of PCR products of 
S. pneumoniae. (1) GeneRuler 50bp length marker 

(Thermo Sientific, USA); (2) R3 + F4 (144 bp); 
(3) R3 + F5 (131 bp); (4) R3 + F6 (169 bp); 
(5) R4 + F4 (87 bp); (6) R4 + F5 (74 bp); 

(7) R4 + F6 (112 bp); (8) R5 + F4 (126 bp); 
(9) R5 + F5 (113 bp); (10) R5 + F6 (151 bp). The letters 

“R” and “F” indicate the numerical indexes used to 
designate various primers. The theoretical length of the 
corresponding PCR product is indicated in parentheses.

Для S. aureus и S. pneumoniae были сконструирова-
ны специфичные праймеры для последующей иммоби-
лизации на биочипе с включением флуоресцентно-ме-
ченных нуклеотидов в иммобилизованную растущую 
цепь,  в  разработке  также  руководствовались выше-
описанными принципами. Высокая чувствитель-
ность сконструированных для иммобилизации 
праймеров была подтверждена ПЦР в объеме, про-
водимой в условиях оптимального температур-
но-временного профиля, выявленного ранее. Резуль-
таты «моноплексных» ПЦР в объеме для S. aureus и 
S. pneumoniae представлены на рис. 4 и 5. Из форе-
грамм видно, что длины ПЦР-продуктов, получае-
мых с применением различных комбинаций прайме-
ров, хорошо соответствуют теоретическим.

При анализе фореграмм, праймеры, проявля-
ющие недостаточную чувствительность или спец-
ифичность, повторно анализировали на наличие 
вторичных структур (как внутримолекулярных, 
так и межмолекулярных). При невозможности 
внесения коррекции путем «сдвига» праймера по 
комплементарной цепи либо варьирования его 
длины или температуры плавления для изменения 
образуемых структур, праймер заменяли на вновь 
сконструированный. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана и оптимизирована ПЦР для одно-
временного обнаружения шести клинически важных 
бактериальных возбудителей пневмонии человека. 

В настоящее ведется конструирование прайме-
ров для иммобилизации, а также разрабатывается 
тест-система на основе биочипов, которая в будущем 
может иметь расширенный спектр диагностируемых 
патогенных агентов инфекционной пневмонии и при-
меняться в ускоренной клинической диагностике.
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