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Резюме. Проанализированы фенотипическая чувствительность и генетические детерминанты резистент-

ности к тетрациклину у 399 клинических изолятов Neisseria gonorrhoeae, собранных в различных регионах 

РФ в 2015–2017 гг. Оценку фенотипической устойчивости проводили методом серийных разведений в агаре 

и оценивали по критериям МУК 4.2.1890-04, фиксируя значения минимальной подавляющей концентра-

ции (МПК). Для анализа генетических маркеров резистентности использовали гидрогелевый биочип с им-

мобилизованными олигонуклеотидными зондами, позволяющий одновременно детектировать ряд хро-

мосомных мутаций и наличие плазмидного гена tetM, ассоциированных с резистентностью N. gonorrhoeae 

к тетрациклину. Детерминанты устойчивости были идентифицированы у 193 изолятов (48,4%). Наиболее 

часто встречались замены в кодоне 57 гена rpsJ (41,2%), уменьшающие аффинность тетрациклина к 30S 

субъединице рибосомы, в основном, мутация Val57Met, как в виде одиночной замены, так и в сочетании 

с другими мутациями. Замены в данном гене приводили к появлению умеренно-резистентных штаммов. 

Второй по частоте встречаемости (23,1%) оказались мутации в гене porB (нарушение поступления антибио-

тика в клетку); при этом замена Gly120Lys, как правило, приводила к появлению резистентности к тетра-

циклину, как в случае единичной мутации, так и в совокупности с другими заменами. Другие мутации 

в кодоне 120 (Gly на Asp, Asn или Thr), а также замены Ala121 на Asp, Asn и Gly оказывали значительно 

меньшее влияние на уровень устойчивости. У 11,3% штаммов наблюдалась делеция аденина в –35 положе-

нии в промоторной области гена mtrR (увеличение экспрессии помпы эффлюкса MtrC-MtrD-MtrE). Ген tetM 

был выявлен в 27 изолятах, в том числе, американского типа — в 17 штаммах, голландского типа — в 10, для 

которых построено филогенетическое дерево с оценкой гомологии с аналогичными генами у микроорга-

низмов из родов Streptococcus, Enterococcus и Mycoplasma. Мутации в хромосомных генах приводили к уве-

личению МПК тетрациклина до 2–4 мг/л; максимальную МПК — 4 мг/л наблюдали при одновременном 

присутствии нескольких мутаций. Изоляты, несущие плазмиду с геном tetM, демонстрировали высокий 

уровень устойчивости (МПК ≥ 8 мг/л, у двух образцов — 64 мг/л). Долговременный отказ от использова-

ния тетрациклина для лечения гонококковой инфекции (с 2003 г.) привел к снижению доли резистентных 
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штаммов, включая умеренно резистентные, с 75 до 45,4%, однако устойчивость к тетрациклину в настоящее 

время в РФ остается на высоком уровне, что определяется сохранением различных детерминант резистент-

ности у половины изолятов в исследованной выборке.

Ключевые слова: Neisseria gonorrhoeae, тетрациклин, генетические детерминанты резистентности, хромосомные мутации, 

ген tetM, биочип, минимальная подавляющая концентрация.

BIOLOGICAL MICROCHIP FOR ASSESSING TETRACYCLINE-RESISTANCE IN NEISSERIA 
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Abstract. A total of 399 Neisseria gonorrhoeae clinical isolates collected in different regions of the Russian Federation in 2015-

2017 were analyzed for tetracycline susceptibility and genetic markers of resistance. Drug susceptibility testing was performed 

by serial dilution method in agar and minimum inhibitory concentration (MIC) was measured according to the Russian 

“Guidelines for microbial susceptibility testing for antibacterial agents No. 4.2.1890-04”. Tetracycline resistance determinants 

were studied by using hydrogel microarray with immobilized oligonucleotide probes able to identify a series of chromosomal 

mutations and detect plasmid tetM gene. Different resistance determinants were found in 193 isolates (48.4%). Mutation in co-

don 57 in the rpsJ gene (41.2%) was most common that decreases tetracycline affinity to ribosome 30S subunit, mainly due 

to Val57Met substitution both as a point mutation as well as in combination with others. Mutations in the rpsJ gene were 

found in strains with the intermediate tetracycline susceptibility. Mutations in the porB gene (lower tetracycline influx) held 

the se cond place in prevalence pattern (23.1%); the Gly120Lys substitution usually led to emergence of tetracycline resistance 

either as a point mutation or in combination with other substitutions. Substitutions of Gly120 for other residues (Asp, Asn, and 

Thr) and Ala121 for Asp, Asn, and Gly had much less effect on resistance level. The –35 delA deletion in the promoter region 

of mtrR gene (increased expression of MtrC-MtrD-MtrE efflux pump) was observed in 11.3% strains. The tetM gene was found 

in 27 strains including 17 American and 10 Dutch type tetM determinants. Evolutionary tree was constructed for the tetM genes 

with the estimation of their homology with similar genes in genera Streptococcus, Enterococcus and Mycoplasma. Mutations 

in chromosomal genes resulted in increase of tetracycline MIC up to 2–4 mg/L; 4 mg/L MIC was observed in case of simul-

taneous presence of several mutations. Strains bearing tetM gene-containing plasmid showed extremely high resistance level: 

MIC ≥ 8 mg/L (64 mg/L for the two samples). Thus, long-lasting withdrawal of tetracycline use for treatment of gonococcal 

infections in Russia (since 2003) resulted in decreased percentage of resistant strains (including strains with intermediate sus-

ceptibility) from 75% down to 45.4%. However, currently tetracycline resistance in Russia remains elevated that is explained by 

the presence of different resistance determinants in the half of isolates under study.

Key words: Neisseria gonorrhoeae, tetracycline, genetic resistance determinants, chromosomal mutations, tetM gene, microarray, minimum 

inhibitory concentration.

Введение

ДНК-микрочипы — массивы иммобилизо-

ванных на твердой фазе олигонуклеотидных 

зондов, способных специфично связываться 

с детектируемыми последовательностями, в на-

стоящее время стали востребованным инстру-

ментом проведения многопараметрического 

анализа [3, 22], в том числе обеспечивающим 

одновременную идентификацию генетических 

детерминант резистентности бактериальных 

патогенов к широкому спектру антимикробных 

препаратов. В ИМБ РАН разработаны и успеш-

но используются биологические микрочипы 

(биочипы) на основе гидрогелей для видовой 

идентификации микобактерий, обнаружения 

генетических детерминант множественной 

и широкой лекарственной устойчивости воз-

будителя туберкулеза [26, 32, 33], генотипиро-

вания вируса гепатита С [16], анализа генома 

вируса гриппа, включая выявление состояния 

генетических маркеров, детерминирующих па-

тогенность вируса и его устойчивость к проти-

вовирусным препаратам [2]. Технология гидро-

гелевых биочипов также была использована для 

идентификации возбудителей инфекций репро-

дуктивного тракта человека с одновременным 

анализом генетических детерминант устойчи-

вости к антимикробным препаратам [4, 5, 18].

Перспективным направлением расширения 

сферы применения гидрогелевых биочипов 

низкой плотности представляется исследова-

ние детерминант резистентности возбудителя 

гонококковой инфекции — Neisseria gonorrhoeae, 

входящего в список приоритетных бактери-

альных патогенов по версии ВОЗ от 27 февра-

ля 2017 г. [13]. Возбудитель гонореи относится 

к микроорганизмам, которые способны быстро 
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накапливать мутации и приобретать резистент-

ность к лекарственным препаратам, в том числе 

множественную лекарственную устойчивость. 

В настоящее время в мире выявлены изоляты 

N. gonorrhoeae, устойчивые ко всем основным 

препаратам, используемым для лечения гоно-

реи, включая сульфаниламиды, β-лактамы, 

тетрациклины, фторхинолоны, аминогликози-

ды, макролиды [28, 30]. Для проведения успеш-

ной терапии заболевания и предотвращения 

распространения лекарственно-устойчивых 

форм необходим мониторинг чувствительности 

N. gonorrhoeae к основным противомикробным 

препаратам, когда-либо используемым для те-

рапии гонококковой инфекции.

Одной из групп подобных препаратов яв-

ляются тетрациклины, широко применявши-

еся во всем мире для лечения гонореи в 1960–

1980 гг. Однако устойчивость к тетрациклинам 

сформировалась довольно быстро: появились 

данные об увеличении МПК тетрациклина для 

многих штаммов N. gonorrhoeae, что объяснялось 

возникновением мутаций в генах хромосомной 

локализации. Появление плазмидной детерми-

нанты tetM в середине 80-х гг. годов в США [24] 

и Голландии [12] (американский и голландский 

тип), вызывающее значительный рост МПК те-

трациклина (более 8 мг/л), и ее быстрое распро-

странение по всему миру привели к прекраще-

нию использования тетрациклина для лечения 

гонококковой инфекции.

В России препараты тетрациклинового ряда 

(тетрациклин, доксициклин) использовались 

дольше. Лишь в приказе Минздрава № 415 

от 20.08.2003 г. «Протокол ведения больных, го-

нококковая инфекция» тетрациклин перестал 

указываться в списке препаратов для лечения 

локализованной гонококковой инфекции и го-

нококкового фарингита [8]. По результатам, 

полученным в рамках cистемы мониторин-

га антибиотикорезистентности N. gonorrhoeae 

в РФ (известна под названием RU-GASP 

(Russian Gonococcal Antimicrobial Susceptibility 

Programme), в 2005–2009 гг. доля резистентных 

к тетрациклину штаммов N. gonorrhoeae в сред-

нем по РФ превышала 75% [1, 6, 9].

Современный этап контроля чувствитель-

ности гонококка к тетрациклинам является 

актуальным по нескольким причинам. Во-

первых, для детального понимания механизмов 

устойчивости необходимо знать, как меняются 

частоты генетических детерминант резистент-

ности в условиях, когда препарат (в данном слу-

чае тетрациклин) не применялся для терапии 

в течение некоторого количества лет (в данном 

случае с 2003 г.). Во-вторых, рост устойчивос-

ти гонококков ко всему спектру используемых 

лекарственных препаратов диктует необходи-

мость получения новых лекарств, и, возмож-

но, препаратов на основе ранее используемых. 

Так, разработаны новые синтетические препа-

раты группы тетрациклинов — тетрациклины 

третьего поколения, например, тигециклин 

(глицилциклин), омадациклин (аминометил-

циклин), эравациклин (фторциклин), которые 

потенциально применимы для терапии гоно-

кокковой инфекции [20, 25].

Установлено, что детерминанты устойчи-

вости N. gonorrhoeae к тетрациклину включают 

как хромосомные мутации, так и экспрессию 

плазмидного белка TetM [17, 25, 30], а именно:

 – специфические мутации гена rpsJ, коди-

рующего белок S10, приводящие к заменам 

Val57Met или Val57Leu, которые снижают аф-

финность тетрациклина к 30S субъединице 

рибосомы;

 – мутации гена penB (porB), кодирующего 

белок-порин PorB1b (остатки Gly120, Ala121), 

приводящие к уменьшению поступления 

антимикробных препаратов, включая тетра-

циклин, в бактериальную клетку;

 – мутации гена mtrR, вызывающие увели-

чение экспрессии помпы эффлюкса MtrC-

MtrD-MtrE, в частности, мутации в промо-

торной области: инсерции Т и ТТ в положении 

–10 и делеция А в положении –35;

 – наличие конъюгативной плазмиды, не-

сущей ген tetM, размером 25,2 MDa (40,6 тыс. 

п.о.) [23]. Плазмидный белок TetM, сходный 

по структуре с фактором элонгации EF-G, 

блокирует сайт связывания тетрациклина 

на рибосоме, делая ее практически недоступ-

ной для взаимодействия с антибиотиком.

Экспрессия плазмидного белка TetМ приво-

дит к наибольшей устойчивости к тетрацикли-

нам (МПК 8 мг/л и выше). Хромосомные му-

тации не вызывают настолько существенного 

увеличения МПК, однако показано, что триада 

мутаций mtrR-porB-rpsJ обладает высокой эф-

фективностью, приводя к клинически значи-

мому повышению уровня устойчивости [17].

Следует отметить, что спектр геномных мар-

керов устойчивости N. gonorrhoeae к тетрацикли-

ну определен достаточно точно, в частности, не-

давно проведенный полногеномный анализ кли-

нических изолятов N. gonorrhoeae с использова-

нием платформы Oxford Nanopore для выявления 

детерминант резистентности к антимикробным 

препаратам включал те же вышеуказанные гены-

мишени и наличие плазмиды tetM [15].

Целью настоящей работы являлась оценка 

уровня устойчивости к тетрациклину в современ-

ной российской популяции гонококковой инфек-

ции посредством анализа фенотипической чув-

ствительности и идентификации генетических 

детерминант резистентности N. gonorrhoeae в кли-

нических изолятах, полученных в различных ре-

гионах Российской Федерации в 2015–2017 гг.



753

2019, Т. 9, № 5–6 Анализ устойчивости к тетрациклину N. gonorrhoeae

Материалы и методы

Клинические изоляты N. gonorrhoeae. В ра-

боте исследованы 399 клинических изолятов 

N. gonorrhoeae (уретральные и цервикальные 

образцы от женщин и уретральные материа-

лы от мужчин), поступивших в 2015–2017 гг. 

в ФГБУ «ГНЦДК» Минздрава России из спе-

циализированных медицинских организаций 

дерматовенерологического профиля 16 субъ-

ектов Российской Федерации (Архангельская, 

Астраханская, Брянская, Калужская, Новоси-

бир ская, Омская, Пензенская, Псковская, Ря-

зан ская, Томская и Челябинская области, г. Мо-

сква, Ставрополький край, Республика Та тар-

стан, Республика Тыва и Чувашская Рес пуб-

лика). Первоначальный посев поступивших 

культур проводили на шоколадный агар с до-

бавлением 1% ростовой добавки ISOVitalex и 1% 

селективной добавки VCAT (Becton Dickinson, 

США). Далее колонии микроскопировали и ис-

следовали с использованием оксидазного теста. 

Верификацию культур проводили по совокупно-

сти биохимичес ких активностей с использовани-

ем NH-карт на анализаторе «VITEK 2 Compact» 

(bioMérieux, Франция). Культуры, показавшие 

результаты «отлично» (96–99%) и «очень хоро-

шо» (93–95%), идентифицировали как образцы 

N. gonorrhoeae. Для образцов с результатами (ве-

роятностью) менее 93% осуществляли допол-

нительную масс-спектрометрическую иденти-

фикацию микроорганизма на времяпролетном 

масс-спектрометре с ионизацией «MALDI Micro-

flex» (Bruker Daltonics GmbH, Германия).

Выделение ДНК из чистых культур N. gonor-

rhoeae проводили с использованием экспресс-

наборов для выделения ДНК (НПФ «Литех», 

Москва) и хранили при –20°С.

Определение фенотипической чувствитель-

ности N. gonorrhoeae к тетрациклину. Чувстви-

тельность N. gonorrhoeae к тетрациклину ана-

лизировали методом серийных разведений, 

используя в качестве основы шоколадный агар 

с добавлением 1% ростовой добавки ISOVitalex, 

определяя значения минимальных подавляю-

щих концентраций (МПК, мг/л). При интер-

претации результатов значения определенных 

МПК сравнивали с критериями МУК 4.2.1890-

04 [7]. Согласно данным критериям, исследуе-

мые штаммы N. gonorrhoeae относили к кате-

гории Ч — чувствительные (МПК ≤ 0,25 мг/л), 

У/Р — умеренно резистентные/промежуточно 

чувствительные (МПК = 0,5–1 мг/л), Р — резис-

тентные (МПК ≥ 2 мг/л).

Олигонуклеотиды для иммобилизации на био-

чипе и праймеры для амплификации. Конструи-

рование олигонуклеотидов для иммобилиза-

ции на биочипе и праймеров для проведения 

ПЦР-амплификации проводили, как описано 

ранее [32, 33]. Синтез олигонуклеотидов для 

иммобилизации на биочипе и праймеров для 

амплификации проводили на автоматическом 

синтезаторе «ABI-394 DNA/RNA synthesizer» 

(Applied Biosystems, США) с использованием 

стандартного фосфорамидитного метода и очи-

щали методом обращенно-фазовой ВЭЖХ (ком-

плекс «Gilson», Франция). В процессе синтеза 

в олигонуклеотидные зонды вводили спейсер 

со свободной аминогруппой с использованием 

5′-Amino-Modifier C6 (Glen Research, США).

Гидрогелевый биочип для анализа мутаций, при-

водящих к устойчивости к антимикробным пре-

паратам. В работе использовали биочип, разра-

ботанный ранее в ИМБ РАН, для одновремен-

ного обнаружения 12 возбудителей инфекций 

репродуктивного тракта человека (N. gonor rhoeae, 

Treponema pallidum, Trichomonas vaginalis, My coplasma 

genitalium, Ureaplasma urealy ticum, Urea plasma par-

vum, Mycoplasma hominis, Atopobium vaginae, Gard-

nerella vaginalis, Mobiluncus mulieris, Bacteroides fra-

gilis и Fusobacterium nuclea tum) с одновременным 

анализом генетических маркеров устойчивости 

к антимикробным препаратам [5] с модифика-

циями, обеспечивающими идентификацию рас-

ширенного спектра детерминант резистентности 

N. gonorrhoeae к тетрациклину. Схема биочипа 

представлена на рисунке 1. Микрочип включал 

143 гидрогелевых элемента:

 – элементы, содержащие иммобилизованные 

зонды, соответствующие видоспецифичному 

полиморфизму гена 16S рРНК, для идентифи-

кации 12 возбудителей;

 – элементы, содержащие иммобилизован-

ные зонды, специфичные к дикому типу 

и мутантным вариантам последовательнос-

тей генов, являющихся детерминантами ре-

зистентности возбудителей к антимикроб-

ным препаратам, включающим гены penA, 

ponA, blaTEM (устойчивость к β-лактамам); 

16S рРНК, rpsJ, tetM (устойчивость к тетра-

циклинам); 23S рРНК, mefA (устойчивость 

к макролидам); gyrA, parC (устойчивость 

к фторхинолонам); nimB-nimG, ntr4tv/ntr6tv 

(устойчивость к метронидазолу);

 – элементы, содержащие иммобилизован-

ные зонды для идентификации мутаций 

в генах porB и mtrR (инсерции Т и ТТ в по-

ложении –10 и делеция А в положении –35 

промоторной области), отвечающих за про-

никновение в клетку и эффлюкс ряда лекар-

ственных препаратов;

 – элементы с индексом «0», не содержащие 

иммобилизованных зондов и используемые 

для вычисления фонового сигнала.

В сравнении с ранее описанным биочипом [5], 

в его структуру были добавлены олигонуклео-

тиды для определения мутаций в кодонах 120 

и 121 гена porB, а также зонд для детекции гена 
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tetМ, являющийся универсальным для выявле-

ния американского и голландского вариантов.

Биочипы на основе гидрогелей изготавлива-

ли по ранее описанной методике [33].

Проведение анализа ДНК N. gonorrhoeae c ис-

пользованием биочипа. Процедура анализа об-

разцов ДНК N. gonorrhoeae включала (а) мульти-

плексную ПЦР с использованием специфичных 

праймеров и флуоресцентного субстрата — конъ-

югата дезоксиуридинтрифосфата и красителя 

индодикарбоцианинового ряда — аналога Cy5, 

в ходе которой осуществлялась амплифика-

ция и флуоресцентное маркирование целевых 

фрагментов генома; (б) гибридизацию флуорес-

центно-меченных ПЦР-продуктов на биочипе 

с образованием гибридизационных комплексов 

в элементах биочипа; (в) регистрацию сигналов 

в элементах биочипа и интерпретацию результа-

тов гибридизации.

Амплификацию и гибридизацию проводили 

по описанной ранее методике [5].

Регистрацию флуоресцентных изображений 

ДНК-чипов (гибридизационных картин) выпол-

няли на универсальном аппаратно-программ-

ном комплексе (ООО «БИОЧИП-ИМБ», Россия) 

для анализа биологических микрочипов с ис-

пользованием специализированного программ-

ного обеспечения ImageWare® (ООО «БИОЧИП-

ИМБ»). Принадлежность анализируемой ДНК 

к виду N. gonorrhoeae устанавливали при нали-

чии положительного сигнала элемента биочипа, 

содержащего зонд, соответствующий видоспе-

цифичной последовательности гена 16S рРНК 

(рис. 1: элементы N. gonorrhoeae в группе эле-

ментов для идентификации). Идентификацию 

точечных мутаций в генах rpsJ, porB, mtrR про-

водили, сравнивая интенсивности сигналов 

в соответствующих группах элементов с оли-

гонуклеотидами, соответствующими дикому 

типу и мутантным вариантам данных генов. 

Присутствие гена tetM в анализируемой ДНК оп-

ределяли по наличию сигнала в соответствую-

щей ячейке, превышающего среднее значение 

сигналов в элементах, не содержащих иммоби-

лизованных зондов «0», не менее чем в 4,0 раза. 

Флуоресцентные изображения биочипов после 

проведения анализа представлены на рисунке 2.

Определение диагностической чувствитель-

ности и специфичности биологических микро-

чипов. Диагностическую чувствительность Sn 

и специфичность Sр при анализе резистентнос-

ти клинических изолятов N. gonorrhoeae к те-

трациклину с использованием биологических 

микрочипов рассчитывали, сравнивая резуль-

таты, полученные на микрочипах, с результата-

ми фенотипического анализа. Устанавливали 

следующие критерии для результатов:

 – истинноположительные (Tp): обнаружены 

мутации, приводящие к резистентности — 

образцы являются резистентными (Р) или 

умеренно-резистентными (У/Р) к тетраци-

клину;

 – истинноотрицательные (Tn): не обнару-

жены мутации, приводящие к резистентнос-

ти — образцы являются чувствительными 

к тетрациклину;

 – ложноположительные (Fp): обнаружены 

мутации, приводящие к резистентности — 

образцы являются чувствительными к те-

трациклину;

 – ложноотрицательные (Fn): не обнаруже-

ны мутации, приводящие к резистентнос-

ти — образцы являются резистентными (Р) 

или умеренно-резистентными (У/Р) к тетра-

циклину.

Sn и Sр рассчитывали по формулам:

(1)

(2)

Секвенирование фрагментов генома N. gonor-

rhoeae. Секвенирование ДНК N. gonorrhoeae про-

водили в ЦКП «Геном» ИМБ РАН с помощью 

набора реактивов «ABI PRISM BigDye Terminator 

v.3.1» (Applied Biosystems, США) с последующим 

анализом продуктов реакции на секвенаторе 

«Applied Biosystems 3730XL DNA Analyzer».

Определение нуклеотидных последователь-

ностей фрагментов соответствующих локусов 

генома N. gonorrhoeae использовали для под-

тверждения результатов анализа на биочипах. 

Для всех образцов, в которых был обнаружен 

плазмидный ген tetМ, проводили его секвени-

рование с целью отнесения аллеля к американ-

скому или голландскому типу. Установление 

последовательности гена tetM проводили 

с праймерами: 5′-2089CCG ACT ATT TGG ACG 

ACG GG2108-3′ (прямой), 5′-1339GTG ACC CGC 

TTC TGC GAT ATT1359-3′ (обратный), 5′-1339AAT 

ATC GCA GAA GCG GGT CAC1359-3′(прямой), 

5′-960GGT CAG TCT GAA CTT TGC GG979-3′ 
(обратный), 5′-1147ACA ATT TCC CCG GAA TAA 

GCC T1168-3′ (прямой), 5′-327GGA AGC GTG GAC 

AAA GGT ACA347-3′ (обратный). Для амери-

канского аллеля tetM (GenBank Acc. No L12241) 

использовали праймеры 5′-1574CTT CCC AAC 

GGA AGC GGT GAT1594-3′(прямой), 5′-960GGT 

CCG TCT GAA CTT TGC GG979-3′(обратный), 

для голландского аллеля tetM (GenBank Acc. No 

L12242) — 5′-1575CTC CCT AAT GGA AGC GGT 

GC1594-3′(прямой), 5′-960GGT CAG TCT GAA 

CTT TGC GG979-3′(обратный).

Филогенетический анализ нуклеотидных по-

следовательностей. Филогенетический анализ 

с построением филогенетических деревьев про-
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водили методом максимального правдоподобия 

на основе модели Тамуры–Неи [29] с использо-

ванием программного обеспечения MEGA7 [19].

Результаты

Проведено исследование фенотипической 

чувствительности и генетических детерминант 

резистентности к тетрациклину 399 клиничес-

ких изолятов N. gonorrhoeae, собранных в раз-

личных регионах России в 2015–2017 гг. Анализ 

фенотипических характеристик современной 

российской популяции гонококковой инфек-

ции позволил выявить 75 штаммов, резистент-

ных к тетрациклину (18,8%), 106 умеренно-

резистентных изолята (26,6%) и 218 штаммов 

(54,6%), чувствительных к данному препарату. 

Используя метод гибридизации на биочипе 

было идентифицировано 193 штамма, обладаю-

щих различными детерминантами, ассоции-

рованными с резистентностью к тетрациклину 

(табл. 1). Следует отметить, что у 10 штаммов 

с МПК тетрациклина ≥ 1 мг/л ни с помощью 

микрочипов, ни методом таргетного секвени-

рования не обнаружено известных мутаций, 

приводящих к резистентности, что требует их 

Рисунок 1. Схема расположения элементов на биочипе. Микрочип содержит видоспецифичные 

зонды, выбранные из соответствующих последовательностей гена 16S рРНК для идентификации 

возбудителей инфекций репродуктивного тракта (выделено серым), включая N. gonorrhoeae, 

и зонды для анализа детерминант устойчивости к антимикробным препаратам. Элементы, 

содержащие олигонуклеотиды, соответствующие ДНК дикого типа, обведены черным контуром

Figure 1. Hybridization microarray configuration. Biochip contained species-specific oligonucleotide probes derived 
from 16S RNA gene sequences for identification of causative agents of reproductive tract infections (marked in grey), 
including N. gonorrhoeae, and oligonucleotide probes for analysis of resistance determinants. Biochip elements with 
oligonucleotides matching the wild-type sequence are marked with bold circles



756

Инфекция и иммунитетЕ.И. Дементьева и др.

углубленного исследования, в том числе с ис-

пользованием технологии полногеномного сек-

венирования.

Фенотипически устойчивые к тетрацикли-

ну изоляты строго разделялись на 2 группы: 

штаммы, имеющие хромосомные мутации, для 

которых МПК тетрациклина не превышала 

4 мг/л, и штаммы, несущие плазмиду с геном 

tetM, c высоким уровнем устойчивости (МПК ≥ 
8 мг/л).

Анализ хромосомных детерминант 

резистентности к тетрациклину

В исследуемой выборке наиболее часто 

встречались мутации, приводящие к замене 

аминокислоты в кодоне 57 гена rpsJ хромосом-

ной локализации (41,2%), в основном, замена 

Val57Met (табл. 2). Штаммы, несущие единич-

ную замену Val57Met/Leu, являлись, как прави-

ло, умеренно резистентными (МПК 0,5–1 мг/л 

у 41 из 47 штаммов), 3 изолята были резистент-

ны с МПК 2 мг/л. Мутации в гене rpsJ в сово-

купности с заменами в гене porB или делецией 

в промоторной области mtrR также приводили, 

в основном, к появлению умеренно резистент-

ных штаммов (табл. 1).

Второй по частоте встречаемости оказались 

мутации в гене porB. Замена Gly120Lys, как пра-

вило, приводила к появлению резистентности 

к тетрациклину, как в случае единичной мута-

ции, так и в совокупности с другими заменами. 

Например, пять штаммов с сочетанием мута-

ций Gly120Lys в гене porB, Val57Met/Leu в гене 

rspJ обладали МПК 4 мг/л. Другие варианты за-

мен в кодоне 120 (Gly на Asp, Asn или Thr), а так-

же замены Ala121 на Asp, Asn и Gly оказывали 

значительное меньшее влияние на рост уровня 

устойчивости.

В исследуемой выборке также часто выявля-

лась мутация –35delA в промоторной области 

гена помпы эффлюкса mtrR, в то время как опи-

санные в литературе инсерции тимидина Т или 

ТТ в положении –10 гена mtrR не были обнару-

жены. Одиночная мутация –35delA, наблюдае-

мая у пяти изолятов, приводила к появлению 

умеренной резистентности, в то время как эта 

замена в совокупности с заменами Val57Met/

Leu в гене rspJ и Gly120Lys в гене porB приводила 

к повышению МПК до 2–4 мг/л у 19 штаммов 

из 23.

Плазмидная детерминанта tetM

Плазмиды, несущие гены tetМ, были обна-

ружены в 27 штаммах N. gonorrhoeae. Наличие 

гена tetМ резко повышало МПК тетрациклина 

до очень высоких величин, в 10 штаммах наб-

людали чрезвычайно высокий уровень МПК 

32 и 64 мг/л. Таким образом, присутствие tetM 

приводило к значительно более высокой устой-

Рисунок 2. Флуоресцентные изображения 

микрочипов после проведения анализа 

образцов ДНК N. gonorrhoeae

Figure 2. Analysis of N. gonorrhoeae drug resistance 
markers by hybridization on a microarray (fluorescence 
image)
A. Результат анализа ДНК N. gonorrhoeae. Обнаружена 
мутация в гене поринового белка porB Gly120Lys, 
приводящая к устойчивости к антибиотикам 
пенициллинового ряда, тетрациклинам, макролидам, 
цефалоспоринам. Дополнительно: oбнаружена мутация 
в гене gyrA Asp87Asn (нумерация E. coli), приводящая 
к устойчивости к фторхинолонам. Б. Результат анализа 
ДНК N. gonorrhoeae. Обнаружена замена Val57Met в гене 
rpsJ, установлено наличие плазмидного гена tetМ, 
ассоциированные с устойчивостью к тетрациклину. 
Дополнительно: обнаружена мутация в гене parC 
Ser80Asn (нумерация E. coli), приводящая к устойчивости 
к фторхинолонам.
А. The sample contained N. gonorrhoeae DNA. Hybridization 
analysis revealed the following mutations: Gly120Lys 
in the porB gene (resistance to penicillins, tetracyclines, 
macrolides, cephalosporins) and (additionally) Asp87Asn 
(numeration according to E. coli) in gyrA gene (resistance 
to fluoroquinolones). В. The sample contained N. gonorrhoeae 
DNA. Hybridization analysis revealed the presence of the 
plasmid tetМ gene and the following mutations: Val57Met 
in the rpsJ gene (resistance to tetracyclines) and (additionally) 
Ser80Asn (numeration according to E. coli) in gyrA gene 
(resistance to fluoroquinolones).



757

2019, Т. 9, № 5–6 Анализ устойчивости к тетрациклину N. gonorrhoeae

чивости N. gonorrhoeae к тетрациклину, чем на-

личие хромосомных детерминант. Штаммы 

с высоким уровнем резистентности в дополне-

ние к tetМ гену одновременно имели мутации 

в генах rspJ и porB (табл. 1).

Для всех обнаруженных генов tetМ был опре-

делен тип гена: американский или голландский. 

Поскольку ДНК-чип содержал зонд для детек-

ции tetM, общий для обоих типов гена, установ-

ление варианта проводили методом секвениро-

вания. Ген американского типа присутствовал 

в 17 штаммах, голландского — в 10 штаммах, 

причем наличие и тип плазмиды были ассоци-

ированы с определенным регионом. Так, все 

7 плазмидных генов, выделенных из образцов, 

собранных в Брянске, относились к голландско-

му типу, в то время как изоляты из Архангельска 

(4 штамма), Рязани (2 штамма), Калуги (2 штам-

ма), Казани (2 штамма), Чувашии (Чебоксары) 

(5 штамма) обладали американским типом tetM. 

Таблица 1. Соответствие между фенотипической чувствительностью штаммов N. gonorrhoeae 

к тетрациклину и генетическими детерминантами резистентности

Table 1. Correlation between phenotypic susceptibility for tetracycline in N. gonorrhoeae strains and genetic 
resistance determinants 

Обнаруженные мутации (ген)

Detected mutations (gene)

Количество изолятов с МПК, мг/л

Number of strains with MIC, mg/L

Ч (МПК ≤ 0,25)

S (MIC ≤ 0.25)
У/Р (МПК = 0,5–1)

I (MIC = 0.5–1)

Р (МПК ≥ 2)

R (MIC ≥ 2)

2 4 8 16 32 64

Всего 
устойчивых

Total resistant
Val57Met/Leu (rpsJ) 3 41 3 – – – – – 3
Gly120Lys (porB) 1 1 3 1 – – – – 4
Gly120Asp/Asn/Thr и (или) 
Ala121/Asp/Asn/Gly (porB)

2 2 1 – – – – – 1

Val57Met/Leu (rpsJ)
Gly120Lys (porB)

2 – 1 5 – – – – 6

Val57Met/Leu (rpsJ)
Gly120Asp/Asn/Thr и (или) 
Ala121/Asp/Asn/Gly (porB)

2 21 4 – – – – –  4

–35delA (mtrR) – 5 – – – – – – –
Gly120Lys (porB)
–35delA (mtrR)

– – 1 – – – – – 1

Val57Met/Leu (rpsJ)
–35delA (mtrR)

9 13 6 1 – – – – 7

Gly120Asp/Asn/Thr и (или) 
Ala121/Asp/Asn/Gly (porB)
–35delA (mtrR)

1 1 – – – – – – –

Val57Met/Leu (rpsJ)
Gly120Lys (porB)
–35delA (mtrR)

1 3 14 5 – – – – 19

Val57Met/Leu (rpsJ)
Gly120Asp/Asn/Thr и (или) 
Ala121/Asp/Asn/Gly (porB)
–35delA (mtrR)

1 9 2 1 – – – – 3

Наличие гена tetM

The presence of tetM gene
– – – – 2 5 2 – 9

Наличие гена tetM

The presence of tetM gene
Val57Met/Leu (rpsJ)

– – – – – 8 3 – 11

Наличие гена tetM

The presence of tetM gene
Gly120Asp (porB)

– – – – – – 1 – 1

Наличие гена tetM

The presence of tetM gene
Val57Met/Leu (rpsJ)
Gly120Lys/Asp/Asn/Thr и (или) 
Ala121/Asp/Asn/Gly (porB)

– – – – – 2 2 2 6

Всего

Total
22 96 75
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Исключение составил Новосибирск, где было 

обнаружено три гена tetМ голландского типа 

и один — американского. Значения МПК тетра-

циклина не зависели от типа плазмидного гена.

Используя сервис BLAST, выявлен ряд по-

следовательностей у микроорганизмов из родов 

Streptococcus, Enterococcus и Mycoplasma, гомоло-

гичных генам tetМ N. gonorrhoeae. Филогене ти-

чески близкие последовательности из других 

микроорганизмов были обнаружены как для 

генов американского (GenBank Acc. No. L12241, 

N. g. pOZ100 DNA American), так и голландско-

го (GenBank Acc. No. L12242, N. g. pOZ101 DNA 

Dutch) аллелей (рис. 3). Полученные нами по-

следовательности tetМ генов в образцах, со-

бранных в РФ, были депонированы в базу дан-

ных Genbank (на рис. 3 присвоенные номера 

приведены в скобках).

Диагностическая чувствительность 

и специфичность биологических микрочипов

С использованием результатов, полученных 

в данной работе, рассчитаны диагностическая 

чувствительность (Sn) и специфичность (Sp) 

биологических микрочипов при анализе резис-

тентности клинических изолятов N. gonorrhoeae 

к тетрациклину в сравнении с референсным ме-

тодом (фенотипическим анализом):

Полученные значения чувствительности 

и спе цифичности соответствуют диапазону, ха-

рактеризующему лучшие зарубежные молеку-

лярные тесты для идентификации генетичес-

ких детерминант лекарственной устойчивости 

N. gonorrhoeae [11].

Обсуждение

Исследование выборки из 399 клинических 

изолятов N. gonorrhoeae, собранных в различных 

регионах РФ в 2015–1017 гг., показало, что в на-

стоящее время доля штаммов, демонстрирую-

щих резистентность к тетрациклину, включая 

штаммы с умеренной резистентностью, соста-

вила 45,4%. Как было показано в исследованиях 

по программе RU-GASP в 2008–2010 гг., доля 

резистентных к тетрациклину штаммов в РФ 

в эти годы превышала 75%. Также oтмечалось, 

что уровень нечувствительных к тетрациклину 

штаммов в отдельных округах РФ варьировал 

от 64 до 100% [1, 6, 9]. Таким образом, более чем 

десятилетний отказ от использования тетра-

циклина для лечения гонококковой инфекции 

привел к заметному снижению доли резистент-

ных штаммов. Похожая картина, то есть зна-

чительное уменьшение доли штаммов, нечув-

ствительных к тетрациклинам в 2009–2013 гг., 

была описана для Беларуси [21], Эстонии [14] 

и стран Южной Америки [10]. Тем не менее, 

число изолятов, фенотипически резистентных 

к тетрациклину и обладающих генетически-

ми маркерами устойчивости, в настоящее вре-

мя в РФ остается высокой. Принимая во вни-

мание рекомендации ВОЗ, согласно которым 

антимикробный препарат не рекомендуется 

к применению, если доля резистентных к нему 

штаммов возбудителя ≥ 5% [31], не следует ожи-

дать скорого возвращения препаратов тетраци-

клинового ряда в арсенал средств для лечения 

гонококковой инфекции.

Причиной данной ситуации является со-

хранение в геноме возбудителя множествен-

ных генетических детерминант резистентности 

к тетрациклину, в настоящей работе проанали-

зированных с использованием оригинального 

гидрогелевого биочипа. В исследуемой выбор-

ке обнаружены мутации в хромосомных генах 

Таблица 2. Генетические детерминанты резистентности к тетрациклину в изолятах N. gonorrhoeae, 

собранных в РФ в 2015–2017 гг.

Table 2. Genetic determinants of tetracycline resistance in N. gonorrhoeae strains collected in the Russian 
Federation in 2015–2017

Ген

Gene
Мутация

Mutation

Количество изолятов (% от общего числа 
проанализированных штаммов)

Number of isolates (% of total isolates analyzed)

rpsJ

Val57Met 155 (38,8%)
Val57Leu 9 (2,3%)

Всего в rpsJ/Total in rpsJ 164 (41,1%)

porB

Gly120Lys 41 (10,3%)
Gly120Asp/Asn/Thr и/или Ala121Asp/Asn/Gly 51 (12,8%)

Всего в porB/Total in porB 92 (23,1%)

mtrR
–35delA 73 (18,3%)

–10insT, –10ins(TT) 0
tetM 27 (6,8%)
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rpsJ (модификация мишени), porB (нарушение 

поступления антибиотика) и mtrR (усиление 

эффлюкса), при этом идентифицированы как 

одиночные замены, так и сочетания мутаций. 

Замена Val57Met/Leu в гене rpsJ, приводила 

к повышению МПК тетрациклина до уме-

ренных величин. Наиболее важной мутацией 

в гене porB оказалась замена Gly120Lys, которая 

оказывала более заметное влияние на рези-

стентность к тетрациклину, чем другие замены 

в остатках 120–121. В целом, мутации в хромо-

сомных генах приводили к увеличению МПК 

тетрациклина до 2–4 мг/л, что соответствует 

литературным данным [28, 30]. Полученные 

нами результаты подтверждают также извест-

ные данные о том, что мутации в пориновом 

Рисунок 3. Филогенетическое дерево, построенное по локусам tetM из N. gonorrhoeae российской 

популяции и ряда филогенетически близких последовательностей. Для образцов N. gonorrhoeae, 

собранных в РФ, в скобках приведены номера депонированных в GenBank последовательностей 

и тип плазмидного гена (американский или голландский)

Figure 3. Evolutionary tree constructed for tetM loci in N. gonorrhoeae samples collected in Russia and a series 
of phylogenetically close sequences. For the samples collected in the Russian Federation accession numbers 
of sequences deposited to GenBank and plasmid gene type (American or Dutch) are given in brackets
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белке и помпе эффлюкса действуют наиболее 

эффективно при их сочетании, когда наруше-

но поступление антимикробного препарата 

в клетку и одновременно усилен его эффлюкс 

[17]. Согласно нашим данным, для повыше-

ния уровня устойчивости до 4 мг/л необходимо 

было одновременное присутствие мутаций в ге-

нах porB, rspJ и mtrR.

Приобретение N. gonorrhoeae плазмидно-

го гена tetM приводило к резкому повышению 

уровня устойчивости к тетрациклинам до ве-

личин МПК 8 мг/л и выше, который не до-

стигался при наличии только хромосомных 

мутаций. Ген tetM был обнаружен в 27 штам-

мах, при этом оказалось, что в российской по-

пуляции присутствуют как американский, так 

и голландский тип гена, что подтверждает по-

строенное филогенетическое дерево. Таким об-

разом, результаты, полученные для изолятов, 

собранных в России, отличаются от результа-

тов по распределению tetM гена в европейских 

странах, где преобладает американский тип 

гена [27], а также от результатов, полученных 

в Польше, в которой, в основном, обнаружен 

tetM ген голландского типа [23]. В то же время 

филогенетическая близость нуклеотидных по-

следовательностей N. gonorrhoeae внутри каждо-

го из кластеров и отсутствие переходных форм 

между американскими и голландскими аллеля-

ми подтверждает происхождение tetM из разных 

источников.

Таким образом, биочип, представленный 

в данной работе, является полезным и удобным 

инструментом для быстрого массового скри-

нинга детерминант резистентности возбудите-

ля гонококковой инфекции, ассоциированных 

с устойчивостью к антимикробным препара-

там. В случае расхождения полученных дан-

ных по генетическим маркерам резистентности 

с результатами культурального определения 

фенотипической чувствительности, клиничес-

кие изоляты могут быть подвергнуты полноге-

номному анализу с использованием технологий 

секвенирования следующего поколения [15]. 

Микрочипы и тест-системы на их основе могут 

найти применение в медицинских учреждени-

ях различного профиля для мониторинга анти-

биотикорезистентности, предупреждения рас-

пространения лекарственно-устойчивых форм 

и проведения адекватной терапии заболевания.
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Bulletin of Experimental Biology and Medicine, 2007, vol. 144, suppl. 2, pp. 432–437. doi: 10.1007/s10517-007-0347-9 (In Russ.)]

2. Гейдаров Р.Н., Фесенко Е.Е., Шаскольский Б.Л., Клотченко С.А., Васин А.В., Титов С.В., Дементьева E.И., 

Михайлович В.М., Заседателев А.С., Киселев О.И. Определение генетических детерминант устойчивости вируса 

гриппа А к адамантанам и ингибиторам нейраминидазы на биологическом микрочипе // Доклады Академии наук. 

2015. Т. 460, № 1. С. 102–106. [Heydarov R.N., Fesenko E.E., Shaskolskiy B.L., Klotchenko S.A., Vasin A.V., Titov S.V., 

Dementieva E.I., Zasedatelev A.S., Mikhailovich V.M., Kiselev O.I. Identification of genetic determinants of influenza A vi-

rus resistance to adamantanes and neuraminidase inhibitors using biological microarray. Doklady Akademii nauk = Doklady 

Biochemistry and Biophysics, 2015, vol. 460, no. 1, pp. 4–8. doi: 10.1134/S1607672915010032 (In Russ.)]

3. Грядунов Д.А., Шаскольский Б.Л., Наседкина Т.В., Рубина А.Ю., Заседателев А. С. Технология гидрогелевых биочипов 

ИМБ РАН: 30 лет спустя // Acta Naturae. 2018. Т. 10, № 4 (39). C. 30–44. [Gryadunov D.A., Shaskolskiy B.L., Nasedkina T.V., 

Rubina A.Yu., Zasedatelev A.S. The EIMB hydrogel microarray technology: thirty years later. Acta Naturae, 2018, vol. 10, no. 4 

(39), pp. 4–18. (In Russ.)]

4. Кубанов А.А., Лейнсоо А.Т., Честков А.В., Дементьева Е.И., Шаскольский Б.Л., Соломка В.С., Грядунов Д.А., 

Дерябин Д.Г. Хромосомные детерминанты резистентности к антибиотикам и фенотипическая чувствительность 

к антимикробным препаратам Neisseria gonorrhoeae в российской популяции // Молекулярная биология. 2017. 

T. 51, № 3. С. 431–444. [Kubanov A.A., Leinsoo A.T., Chestkov A.V., Dementieva E.I., Shaskolskiy B.L., Solomka V.S., 

Gryadunov D.A., Deryabin D.G. Drug resistance mutations and susceptibility phenotypes of Neisseria gonorrhoeae isolates 

in Russia. Molekulyarnaya biologiya = Molecular Biology, 2017, vol. 51, no. 3, pp. 379–388. doi: 10.7868/S0026898417030119 

(In Russ.)]

5. Лейнсоо А.Т., Шаскольский Б.Л., Дементьева Е.И., Грядунов Д.А., Кубанов А.А., Честков А.В., Образцова О.А., 

Шпилевая М.В., Дерябин Д.Г. Олигонуклеотидный микрочип для идентификации возбудителей инфекций 

репродуктивного тракта с одновременным анализом детерминант резистентности к антимикробным препаратам // 

Бюллетень экспериментальной биологии и медицины. 2017. Т. 164, № 7. С. 63–72. [Leinsoo A.T., Shaskol’skii B.L., 

Dement’eva E.I., Gryadunov D.A., Kubanov A.A., Chestkov A.V., Obraztsova O.A., Shpilevaya M.V., Deryabin D.G. 

Oligonucleotide microchip for the identification of infectious agents of reproductive system with simultaneous analysis of deter-
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