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Распространение мультирезистентных патогенных бактерий, устойчивых к различным классам антибиотиков является глобальной проблемой здравоохранения. Наиболее серьезную угрозу представляет устойчивость грамотрицательных бактерий к бета-лактамным антибиотикам, обусловленная продукцией бета-лактамаз. Бета-лактамазы образуют суперсемейство ферментов, катализирующих гидролиз бета-лактамного кольца антибиотиков. Мультирезистентные бактерии, как правило, имеют несколько генов бета-лактамаз плазмидной локализации, относящихся к разным типам и имеющих разную субстратную специфичность. Для их идентификации активно развиваются молекулярно-генетические методы, основанные на определении генов бета-лактамаз в образцах ДНК. Однако данные методы не позволяют определять, экспрессируются данные гены или нет. Целью данной работы являлась разработка количественного метода определения экспрессирующихся генов бета-лактамаз ТЕМ типа по уровню специфической мРНК данных бета-лактамаз. 
Метод определения экспрессирующихся генов на биочипах состоит из последовательных стадий выделения общей РНК из культуры клеток, получения первой цепи кДНК в реакции обратной транскрипции (ОТ), амплификации полноразмерных генов бета-лактамаз в реакции ПЦР с введением биотиновой метки. Гибридизация полученной ДНК-мишени на биочипах со специфическими зондами позволяет количественно определять специфическую мРНК за счет колориметрической детекции на основе пероксидазы хрена. 
Для разработки количественного метода определения экспрессии генов был синтезирован образец РНК бета-лактамазы ТЕМ-1 на основе ДНК клеток-продуцентов бета-лактамазы ТЕМ-1 в реакции транскрипции in vitro с использованием ДНК-зависимой РНК-полимеразы Т7. Синтезированная РНК бета-лактамазы ТЕМ-1 была использована в качестве стандартного образца известной концентрации для построения калибровочной зависимости интенсивности гибридизационного сигнала от концентрации модельной РНК. Предел обнаружения РНК составил 70 пг.
Разработанная методика была применена для количественного определения специфической РНК экспрессирующегося гена бета-лактамазы ТЕМ-1 в лабораторном штамме E. coli в диапазоне концентраций клеток 3×106 - 2×108 КОЕ/мл. Предел обнаружения составил 0,2 нг специфической РНК, что соответствовало концентрации клеток 7×105 КОЕ/мл. Была показана корреляция результатов определения экспрессии гена бета-лактамазы с ее ферментативной активностью в периплазматических фракциях клеток. 
Апробацию метода провели с использованием двух клинических штаммов E. coli и K.pneumoniae, устойчивых к ампициллину. Данные об экспрессии гена бета-лактамазы ТЕМ-1 были получены методами гибридизационного анализа на биочипах и ПЦР в режиме реального времени. Наблюдали увеличение экспрессии гена бета-лактамазы ТЕМ-1 при культивировании клеток при повышенных концентрациях ампициллина.
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