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Streptococcus pneumoniae, будучи основным возбуди-
телем внебольничной пневмонии [1], является также
одной из причин других серьезных заболеваний, таких
как менингит, отит, синусит и обострения хронического
бронхита [2]. Появление пенициллин-резистентных и
мульти-резистентных штаммов S. pneumoniae [3] приве-
ло к разработке противопневмококковых препаратов на
основе фторированных хинолонов (фторхинолонов) [4,

5], которые используются теперь, как антибиотики пер-
вого ряда при лечении пневмонии. Широкое примене-
ние фторхинолонов в последние годы привело к появ-
лению пневмококков с пониженной чувствительностью
к этим антибиотикам [6, 7].

Действие фторхинолонов основано на ингибирова-
нии двух бактериальных топоизомераз – ДНК-гиразы
(топоизомеразы II) и топоизомеразы IV. ДНК-гираза
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генов gyrA, gyrB, parC и parE, называют областями, определяющими устойчивость к
хинолонам (QRDR – quinolone resistance determining region). Нами было изучено 190
штаммов S. pneumoniae, выделенных в московских клиниках у пациентов с инфекци-
ями верхних и нижних дыхательных путей. Из них 12 штаммов обладали повышен-
ной устойчивостью к фторхинолонам (ципрофлоксацин и офлоксацин). Фрагменты
генов, определяющие устойчивость к хинолонам были выделены при помощи ПЦР
из хромосомной ДНК, очищены и отсеквенированы для определения мутаций, ответ-
ственных за появление устойчивости к хинолонам.
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катализирует расплетение (отрицательную суперспира-
лизацию) молекул ДНК, а топоизомераза IV участвует в
разъединении (декатенации) ковалентно-замкнутых
кольцевых молекул ДНК. Образование тройного комп-
лекса ДНК–фермент–хинолон приводит к нарушению
процесса репликации бактериальной ДНК и к гибели
клетки. ДНК-гираза состоит из двух субъединиц типа A
и двух типа B (соответствующие гены gyrA и gyrB) [8].
Топоизомераза IV состоит из двух субъединиц типа C и
двух типа E (соответствующие гены parC и parE) [9].
Участок полипептидной цепи этих ферментов, в кото-
ром происходит связывание хинолона, получил назва-
ние хинолонового кармана.

Основой формирования резистентности к хинолонам
являются аминокислотные замены в области хинолоно-
вого кармана. Области генов gyrA, gyrB, parC и parE, в
которых происходят эти мутации, называют областями,
определяющими устойчивость к хинолонам (QRDR –
quinolone resistance determining region) [7, 10]. Другой
возможный механизм резистентности связан с мутаци-
ями в гене norA, который кодирует мембранные белки,
участвующие в активном выбросе (эффлюксе) фторхи-
нолонов из клетки [11]. При некоторых из описанных
мутаций в областях QRDR МПК (минимальная подав-
ляющая концентрация) повышается в 2–4 раза, при
других – более чем в 100 раз. Обычно единичные му-
тации приводят к незначительному (в 2–4 раза) повы-
шению МПК. Высокий уровень устойчивости обычно
связан с двумя и более мутациями в одном или не-
скольких генах.

Поиск и изучение мутаций, ответственных за воз-
никновение антибиотикорезистентности помимо теоре-
тического имеют также огромное практическое значе-
ние. Быстрое определение антибиотикорезистентности
клинических штаммов микроорганизмов часто является
критическим фактором для выбора оптимального лече-
ния пациентов. Методы поиска генов и мутаций, осно-
ванные на анализе ДНК, часто гораздо быстрее и точ-
нее классических методов определения резистентности
[12]. Это особенно важно в случае медленно растущих
или некультивируемых микроорганизмов.

Экспериментальная часть
Исследуемые штаммы S. pneumoniae культивировали

на агаре “Columbia CNA” (США) с добавлением 5%
овечьей крови в течение 24 ч при 37°. МПК (мини-
мальную подавляющую концентрацию) определяли ме-
тодом двукратных серийных микроразведений с исполь-
зованием 96 луночных планшетов в соответствии с ме-
тодикой, рекомендованной NCCLS1 (США) [13].

Отдельную колонию каждого штамма ресуспендиро-
вали в 200 мкл воды, инкубировали в течение 5 мин
при 95° и центрифугировали (10 000 об/мин, 5 мин).
ДНК, находящуюся в надосадочной жидкости, исполь-
зовали в качестве матрицы для ПЦР. Амплификацию
проводили в общем объеме 25 мкл в тонкостенных
пробирках, содержащих 60 мМ Tris-HCl (pH 8,5 при
25°), 1,5 мМ MgCl2, 25 мМ KCl, 10 мМ (NH4)2SO4,
10 мМ 2-меркаптоэтанол, 0,1% Тритон X-100, 100
мкМ каждого дНТФ, 1 мкМ каждого олигонуклеотид-
ного праймера. Состав праймеров приведен в табл. 1.
Реакции проводили в ДНК-амплификаторе PHC-2
(Techne, Великобритания) по следующей схеме: на-
чальная денатурация в течение 2 мин при 95°, затем
30 циклов: денатурация 1 мин при 95°, отжиг 1 мин при
53°, элонгация 2 мин при 72°, завершающий этап элон-
гации      10 мин при 72°. Очистку продукта ПЦР от
избытка праймеров проводили путем осаждения ДНК
70%-м этанолом в присутствии 750 мМ ацетата аммо-
ния. Смесь инкубировали в течение 30 мин во льду, цен-
трифугировали 10 мин при 10 000 об/мин и 4°. Надоса-
дочную жидкость сливали, а осадок высушивали на воз-
духе и растворяли в требуемом количестве воды.

Секвенирование ДНК по обеим цепям проводили
ферментативным методом [15] на автоматическом
ДНК-секвенаторе  ABI 370A фирмы  “Applied
Biosystems” (США) с использованием наборов для
секвенирования ABI Prizm и согласно рекомендациям
фирмы-производителя.

Результаты и их обсуждение
В ходе исследования были изучены 190 штаммов

S. pneumoniae, выделенные у амбулаторных пациентов

Ген Прямой праймер Обратный праймер Размер*

gyrA 5'CCGTCGCATTCTCTACG-3' 5'-AGTTGCTCCATTAACCA-3' 382

gyrB 5'-TTCTCCGATTTCCTCATG-3' 5'-AGAAGGGTACGAATGTGG-3' 458

parC 5'-TGGGTTGAAGCCGGTTCA-3' 5'-TGCTGGCAAGACCGTTGG-3' 367

parE 5'-AAGGCGCGTGATGAGAGC-3' 5'-TCTGCTCCAACACCCGCA-3' 290

Примечания. * Размер амплифицируемой области (пар оснований).

Т а б л и ц а  1

Состав олигонуклеотидных праймеров, использованных для амплификации областей
определяющих устойчивость к хинолонам [14]
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Т а б л и ц а  2

Минимальные подавляющие концентрации антибиотиков и мутации, найденные в областях, определяющих устойчивость
к хинолонам

Примечания. CIP – ципрофлоксацин, OFX – офлоксацин, MXF – моксифлоксацин, PEN – бензилпенициллин, CTX - цефотаксим, ERY –
 эритромицин. * МПК чувствительного штамма S. pneumoniae по рекомендации NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory Standards,
USA) [13].

с инфекциями верхних и нижних дыхательных путей в
12 стационарах г. Москвы с 1998 по 2001 г. Была оп-
ределена их чувствительность к различным классам ан-
тибиотиков: фторхинолонам (ципрофлоксацин, офлокса-
цин и моксифлоксацин), β-лактамам пенициллинам (бен-
зилпенициллин) и цефалоспоринам (цефотаксим), макро-
лидам (эритромицин). Были отобраны 12 штаммов, обла-
дающих повышенной устойчивостью к ципрофлоксацину
и офлоксацину. Области, определяющие устойчивость к
хинолонам, были выделены при помощи ПЦР из хро-
мосомной ДНК, очищены и отсеквенированы. МПК пе-
речисленных выше антибиотиков и мутации, найденные
в областях, определяющих устойчивость к хинолонам,
представлены в табл. 2.

На рисунке представлены типичные мутации, обна-
руженные  в хинолон-резистентных  штаммах  S.
pneumoniae, а также мутации обнаруженные в этой ра-
боте. В 6 из 12 изученных штаммов была обнаружена
аминокислотная замена Ile460Val в гене parE. Ранее

было показано, что сама по себе эта мутация не при-
водит к появлению у S. pneumoniae устойчивости к
хинолонам [16], однако она часто встречается у устой-
чивых штаммов и ее роль до сих пор не ясна. В 2
штаммах найдены  две аминокислотные  замены:
Ile460Val в гене parE и Lys137Ans в гене parC. В од-
ном штамме было найдено 3 мутации: Ser52Gly и
Asn91Asp в гене parC и Ser114Gly в гене gyrA. Следу-
ет отметить, что 2 из найденных мутаций (Ser52Gly в
гене parC и Ser114Gly в гене gyrA) не являются ти-
пичными, и для выяснения их роли необходимы даль-
нейшие эксперименты. В 3 штаммах ни в одном из
генов (gyrA, gyrB, parC или parE) не было обнаружено
ни одной мутации в областях, определяющих устойчи-
вость к хинолонам.

В случае штаммов 120, 674 и 830, в которых не об-
наружено значащих мутаций в областях, определяю-
щих устойчивость к хинолонам, можно предположить
наличие механизма активного выброса антибиотика из

8 ВМУ, химия, № 6

МПК, мг/л Мутации
Штамм

CIP OFX MXF PEN CTX ERY gyrA gyrB parC parE

10 4 4 0,125 0,03 0,015 0,015 – – – I460V

120 4 4 0,25 0,25 0,5 0,125 – – – –

131 4 4 0,25 0,015 0,004 0,015 – – – –

162 4 4 0,25 0,25 0,004 0,125 – – K137N I460V

217 4 4 0,25 0,06 0,008 0,06 – – – I460V

282 8 4 0,25 0,03 0,03 0,03 – – – I460V

307 4 4 0,06 0,125 0,06 0,015 S114G – S52G N91D –

559 4/8 4 0,25 0,03 0,008 0,03 – – K137N I460V

663 4 4 0,25 0,06 0,015 0,015 – – – –

674 4 4 0,06 0,5 2 0,5 – – – I460V

780 4 4 0,25 0,25 0,5 0,25 – – – I460V

830 4 4 0,25 0,5 2 0,5 – – – I460V

Чувствительный
штамм* <2 <2 <1 <0,06 <0,5 <0,25 – – – –
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Схематическое изображение известных мутаций в генах gyrA, gyrB, parC и parE в областях, определяющих устойчивость
к хинолонам (* мутации, найденные в данной работе; ** мутации, впервые найденные в данной работе)
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клетки, поскольку данные штаммы обладают также зна-
чительной устойчивостью к большинству представлен-
ных антибиотиков (за исключением моксифлоксацина).

Полученные результаты будут использованы для ра-
зарботки экспресс-метода определения устойчивости
S. pneumoniae к хинолонам на основе ДНК-чипов.


