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Для решения эпидемиологических задач по расшифровке вспышек инфекционных болезней, выявления и идентифи-
кации возбудителя, а также детекции специфических бактериальных генов необходимы разработка и внедрение в 
практику работы надзорных и мониторинговых служб современных технологий молекулярной эпидемиологии. Одной 
из таких технологий является использование элементов генетического редактирования системы CRISPR/Cas. В насто-
ящей работе разработаны направляющие РНК, которые могут быть использованы в системе CRISPR/Cas12 в составе 
рибонуклеопротеиновых комплексов для выявления единичных копий генов антибиотикоустойчивости патогенных 
микроорганизмов.
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В
2018 г. было показано, что один из ферментов 

CRISPR-системы – Cas12 – после распознавания 

своей целевой ДНК-мишени начинает неспецифически 

гидролизовать одноцепочечную ДНК. Такое свойство Cas12 

можно использовать в качестве индикатора присутствия 

определенной мишени, например генома вируса или бакте-

рии. Исследователи использовали это открытие для созда-

ния технологической платформы обнаружения нуклеино-

вых кислот DETECTR (DNA Endonuclease Targeted CRISPR 

Trans Reporter). Впервые DETECTR была использована для 

выявления и генотипирования вируса папилломы человека 

(HPV). Предложенная платформа объединяет нуклеазу 

Cas12a, ее направляющую РНК, специфичную к нуклеино-

вой кислоте HPV, и флуоресцентную репортерную молеку-

лу. Технология DETECTR используется для обнаружения 

целевой ДНК-мишени после предварительной амплифика-

ции [1]. Не менее важным приложением системы CRISPR/

Cas является идентификация бактериальных патогенов и 

детекция специфических бактериальных генов. Так, напри-

мер, с помощью платформы SHERLOCK (Specific High-

Sensitivity Enzymatic Reporter Unlocking) удалось корректно 

генотипировать ряд штаммов Escherichia coli и Pseudomonas 

aeruginosa при низкой перекрестной реактивности. Кроме 

того, платформа SHERLOCK была использована для диф-
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ференциации клинических изолятов Klebsiella pneumoniae с 

двумя различными генами антибиотикоустойчивости, что 

открывает значительные перспективы создания мульти-

плексных систем для одновременной идентификации бак-

териальных патогенов и выявления у них генов антибиоти-

коустойчивости [2].

Антибиотикоустойчивые патогенные микроорганизмы 

стали проблемой современного здравоохранения, так как 

устойчивость к антибиотикам приводит к увеличению меди-

цинских расходов, длительному пребыванию в больнице и 

увеличению смертности. В связи с этим крайне актуальной 

является задача разработки новых эффективных методик 

выявления генов антибиотикоустойчивости у бактериальных 

патогенов, основанных на генетических технологиях, таких 

как CRISPR/Cas.

Материалы и методы

В работе использовались методы амплификации нуклеи-

новых кислот, в т.ч. с детекцией флуоресценции в режиме 

реального времени.

Подбор последовательностей-мишеней в генах антибио-

тикоустойчивости для создания направляющих РНК прово-

дили с использованием современных алгоритмов in silico 

анализа нуклеотидных последовательностей и программ, 

находящихся в открытом доступе, включая Benchling (https://

www.benchling.com/molecular-biology/).

В качестве модельных матриц генов антибиотикоустойчи-

вости использовали плазмидные ДНК pGEM-T, содержащие 

в своем составе фрагменты соответствующих генов антибио-

тикоустойчивости.

Предварительную амплификацию участков, соответствую-

щих генам антибиотикоустойчивости, проводили с использо-

ванием ПЦР-смеси-2 blue (ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 

Роспотребнадзора, Россия) и специфических олигонуклеоти-

дов [3, 4]. В ходе пробоподготовки для предварительной ам-

плификации проводили титрование модельных матриц путем 

приготовления серийных разведений. Температурный про-

филь амплификации для получения ПЦР-продуктов, кодиру-

ющих фрагменты генов антибиотикоустойчивости: начальная 

денатурация 95°С в течение 3 мин; 40 циклов амплификации 

95°С – 15 с, 55°С – 45 с, 72°С – 30 с; финальная элонгация: 

72°С в течение 5 мин. Эффективность предварительной ам-

плификации полученных фрагментов генов антибиотикоу-

стойчивости оценивали при помощи электрофореза в агароз-

ном геле. Амплифицированный материал без предваритель-

ной очистки использовали для экспериментов по выявлению 

генов антибиотикоустойчивости с помощью рибонуклеопро-

теиновых комплексов LbCpf1 из Lachnospiraceae, содержа-

щих направляющие РНК sgRNA [3, 4].

Синтез направляющих РНК для обнаружения генов анти-

биотикоустойчивости и создание готовых рибонуклеопротеи-

новых комплексов, содержащих белок семейства CRISPR/

Cas LbCpf1 из Lachnospiraceae и направляющую РНК, прово-

дили как описано ранее [5].

Для обнаружения генов антибиотикоустойчивости готови-

ли реакционную смесь, содержащую 250 нг рибонуклеопро-

теинового комплекса (LbCpf1 из Lachnospiraceae и направля-

ющая РНК), 20 pmol флуоресцентного зонда 6FAM-TTATT-

BHQ1 и предварительно амплифицированный фрагмент со-

ответствующего гена антибиотикоустойчивости. Реакционные 

смеси, содержащие все необходимые компоненты, помеща-

ли в амплификатор «ДТПрайм 5» («ДНК-Технология», Россия) 

и задавали следующие параметры реакции: 60 циклов; 

37°С – 35 с, 37°С – 25 с со съемкой флуоресценции.

Результаты исследования и их обсуждение

Для каждого гена (blaVIM-2 P. aeruginosa, mecA Staphylococcus 

aureus и blaTEM-1B E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Salmonella 

enterica, Shigella flexneri и др.) был составлен перечень участ-

ков с теоретически рассчитанной вероятностью их расщепле-

ния [6]. Из составленного перечня были выбраны участки, 

характеризующиеся наибольшей вероятностью расщепления 

нуклеазой LbCpf1 из Lachnospiraceae, и сконструированы со-

ответствующие направляющие РНК. Среднее значение рас-

считанной вероятности расщепления последовательностей-

мишеней с помощью разработанных РНК составило 96,52%.

В ходе проделанной работы были разработаны направля-

ющие РНК, которые могут быть использованы в системе 

CRISPR-Cas12 в составе рибонуклеопротеиновых комплек-

сов для выявления генов антибиотикоустойчивости патоген-

ных микроорганизмов:

• 5 шт. для выявления гена антибиотикоустойчивости 

blaVIM-2 P. aeruginosa;

• 2 шт. для выявления гена антибиотикоустойчивости mecA 

S. aureus;

• 6 шт. для выявления гена антибиотикоустойчивости 

blaTEM-1B E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. enterica, 

S. flexneri и др.

• В качестве модельных матриц использовали плазмидную 

ДНК pGEM-T, содержащую клонированные фрагменты генов 

антибиотикоустойчивости:

• pGEM-T-blaVIM-2, содержащую в своем составе фрагмент 

гена антибиотикоустойчивости blaVIM-2 P. aeruginosa размером 

411 п.о.;

• pGEM-T-mecA-1280, содержащую в своем составе фраг-

мент гена антибиотикоустойчивости mecA S. aureus разме-

ром 169 п.о.;

• pGEM-T-mecA-1412, содержащую в своем составе фраг-

мент гена антибиотикоустойчивости mecA S. aureus разме-

ром 314 п.о.

• pGEM-T-blaTEM-1B, содержащую в своем составе фрагмент 

гена антибиотикоустойчивости blaTEM-1B E. coli, K. pneumoniae, 

P. aeruginosa, S. enterica, S. flexneri и др. размером 618 п.о.

Предварительную амплификацию участка, соответствую-

щего фрагменту гена антибиотикоустойчивости, проводили с 

использованием специфических олигонуклеотидов. Для раз-

работки систем CRISPR/Cas с целью выявления генов анти-

биотикоустойчивости были использованы 1–2 пары специфи-

ческих олигонуклеотидов для проведения пре-амплификации 

[3, 4]. Отметим, что эффективность работы систем CRISPR/

Cas для выявления генов антибиотикоустойчивости не зави-

села от длины анализируемых фрагментов.

Для обнаружения генов антибиотикоустойчивости с помо-

щью рибонуклеопротеиновых комплексов CRISPR/Cas был 

проведен ряд экспериментов и показано, что комплексы, 

сформированные на основе LbCpf1 из Lachnospiraceae и со-
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ответствующих направляющих РНК, обладают способностью 

выявлять единичные копии генов антибиотикоустойчивости:

• 1,5 копий гена антибиотикоустойчивости blaVIM-2 P. aeru-

ginosa, внесенных в реакцию предварительной амплифика-

ции;

• 1,7 копий гена антибиотикоустойчивости mecA S. aureus, 

внесенных в реакцию предварительной амплификации;

• 2,56 копий гена антибиотикоустойчивости blaTEM-1B E. coli, 

K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. enterica, S. flexneri, внесенных 

в реакцию предварительной амплификации.

Также в ходе работ была оценена эффективность выявле-

ния единичных копий генов антибиотикоустойчивости, содер-

жащихся в составе модельных матриц, с использованием 

различных направляющих РНК. Было показано, что рибону-

клеопротеиновые комплексы CRISPR/Cas, сформированные 

на основе LbCpf1 из Lachnospiraceae и направляющих РНК, 

выявляют единичные копии генов антибиотикоустойчивости с 

различной эффективностью, и их можно расположить в сле-

дующем порядке по уменьшению активности:

sgRNA blaVIM-2 №207 > sgRNA blaVIM-2 №93 > sgRNA 

blaVIM-2 №366 > sgRNA blaVIM-2 №285 > sgRNA blaVIM-2 №95;

crRNA mecA №1280 ≈ crRNA mecA №1412;

crRNA blaTEM-1B №536 ≥ crRNA blaTEM-1B №410 > crRNA blaTEM-1B 

№56 ≥ crRNA blaTEM-1B №166 > crRNA blaTEM-1B №329 ≥ crRNA 

blaTEM-1B №479.

Разработанные направляющие РНК были протестированы 

на ограниченных панелях клинических образцов:

10 шт., содержащих P. aeruginosa, несущую ген антибио-

тикоустойчивости blaVIM-2 (ранее подтверждено микробиологи-

ческими методами и методом секвенирования следующего 

поколения);

16 шт., содержащих S. aureus, несущую ген антибиотикоу-

стойчивости mecA (ранее подтверждено методом секвениро-

вания следующего поколения);

10 шт. (6 шт. E. coli, 4 шт. K. pneumoniae), содержащих ген 

антибиотикоустойчивости blaTEM-1B (ранее подтверждено мето-

дом секвенирования следующего поколения).

В ходе проведенного анализа было показано, что рибону-

клеопротеиновые комплексы CRISPR/Cas обладают способ-

ностью выявлять гены антибиотикоустойчивости в препара-

тах ДНК, выделенных из клинических образцов. При этом 

значение сигнала превышало значение «шума» (неспецифи-

ческой флуоресценции контрольного образца, не содержа-

щего мишени) в 5 раз в среднем на:

13–14-м цикле (13–14 мин) анализа образцов, содержащих 

P. aeruginosa, несущую ген антибиотикоустойчивости blaVIM-2;

28–29-м цикле (28–29 мин) анализа образцов, содержащих 

S. aureus, несущую ген антибиотикоустойчивости mecA;

19–20-м цикле (19–20 мин) анализа образцов, содержащих 

ген антибиотикоустойчивости blaTEM-1B.

Отметим также, что эффективность выявления генов анти-

биотикоустойчивости, содержащихся в составе препаратов 

ДНК, выделенных из клинических образцов, с использовани-

ем различных направляющих РНК и LbCpf1 из Lachnospiraceae 

различалась, как и при работе с модельными матрицами.

В литературе имеются упоминания о разработке и полу-

чении направляющих РНК для выявления генов антибиотико-

устойчивости у бактериальных патогенов с помощью техно-

логии CRISPR/Cas [7, 8]. Например, V.Müller et al. описывают 

анализ, основанный на оптическом картировании ДНК от-

дельных плазмид, несущих гены антибиотикоустойчивости, 

бактериальных изолятов в наножидкостных каналах, который 

предоставляет подробную информацию об этих плазмидах, в 

т.ч. о наличии/отсутствии в них генов антибиотикоустойчиво-

сти. Описанный анализ позволяет идентифицировать гены 

антибиотикоустойчивости с использованием CRISPR/Cas9 и 

направляющих РНК, специфических к генам антибиотикоу-

стойчивости blaCTX-M группы 1, blaCTX-M группы 9, blaNDM и blaKPC. 

В ходе анализа рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR/

Cas9 линеаризует кольцевые плазмиды в районе гена анти-

биотикоустойчивости, а полученные линейные молекулы 

ДНК идентифицируются с помощью оптического картирова-

ния [7]. Недостатками описанного анализа является необхо-

димость использования дорогостоящего высокотехнологич-

ного оборудования (специализированные нанофлюидные 

биочипы, инвертированный флуоресцентный микроскоп с 

увеличением не менее 100×), а также необходимость прове-

дения сложного анализа полученных данных с применением 

специализированного программного обеспечения. Кроме 

того, только в перспективе предложенный анализ сможет 

быть применен к образцам с низкой концентрацией ДНК, так 

как предложенный способ описывает проведение анализа с 

образцами, содержащими около 108 копий плазмидных ДНК, 

несущих гены антибиотикоустойчивости (60 нг ДНК, плаз-

мидной ДНК размером 67 т.п.н. – 220 т.п.н.). В то же время 

описанные в настоящей работе направляющие РНК позволя-

ют ультрачувствительно выявлять единичные копии генов 

антибиотикоустойчивости, в т.ч. в составе препаратов ДНК, 

выделенных из клинических образцов, после предваритель-

ной амплификации в составе рибонуклеопротеиновых ком-

плексов CRISPR/Cas12.

Заключение

В ходе проделанной работы впервые в России разработа-

ны направляющие РНК, которые могут быть использованы в 

системе CRISPR/Cas12 в составе рибонуклеопротеиновых 

комплексов для выявления генов антибиотикоустойчивости 

патогенных микроорганизмов. Полученные направляющие 

РНК системы CRISPR/Cas12 способны in vitro выявлять целе-

вые последовательности в составе модельных матриц и ну-

клеиновых кислотах, выделенных из клинических образцов.

После проведения дополнительных исследований, оптими-

зации и апробации описанные направляющие РНК могут 

быть использованы для разработки высокочувствительных и 

высокотехнологичных прототипов диагностических систем 

нового поколения на основе генетических технологий (на-

правленное редактирование генома) для совершенствования 

методов диагностики инфекционных заболеваний, в т.ч. для 

разработки методов выявления антибиотикоустойчивых ми-

кроорганизмов.

Подобные разработки направлены на ускорение разви-

тия генетических технологий, создают научно-технический 

задел для реализации широко спектра научных и приклад-

ных проектов, связанных с внедрением в сферу здравоох-

ранения новых медицинских изделий (диагностических 

систем), средств индикации и идентификации патогенных 

биологических агентов. Такие диагностические системы 
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могут обладать более высокой чувствительностью по 

сравнению с ПЦР. Кроме того, их применение возможно 

как у постели больного, так и в полевых условиях без ис-

пользования специализированного высокотехнологичного 

оборудования. Их отличает высокая скорость, простота и 

потенциально сниженная по сравнению с ПЦР стоимость 

анализа.
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