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исследованных МБЛ-продуцирующих изолятов 
P. aeruginosa (n=711) составила 96,3%, осталь-
ные изоляты относились к неродственным сик-
венс-типам: ST234 (3,4%), ST244 (0,1%) и ST270 
(0,1%). Большинство изолятов были чувстви-
тельны только к полимиксинам. У P. aeruginosa 
гены МБЛ – VIM-2 (99,6%) и нового вариан-
та IMP-1 (Glu59/Lys) – IMP-30 (0,4%), найдены 
в составе интегронов пяти различных типов. 
В двух случаях установлен вероятный перенос 
гена blaVIM-2 в составе наиболее распространен-
ного Tn5090-ассоциированного интегрона от 
ST235 к ST234 и ST244. Помимо P. aeruginosa, 
продукция МБЛ (VIM-4) выявлена у единствен-
ного штамма Escherichia coli.

Ключевые слова: грамотрицательный, 
P. aeruginosa, резистентность, металло-бета-
лактамазы.
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В настоящей работе представлены данные 
исследования распространенности и молеку-
лярной эпидемиологии грамотрицательных 
бактерий, продуцирующих МБЛ, в России (в 
1998–2010 гг.), Беларуси и Казахстане (в 
2005–2010 гг.). Анализ нозокомиальных штам-
мов, выделенных в рамках нескольких много-
центровых эпидемиологических исследований в 
России, выявил стремительное нарастание доли 
МБЛ-положительных изолятов Pseudomonas 
aeruginosa (от 4,5 до 20,3% в период между 
2002–2004 и 2006–2007 гг.), которое в основном 
было связано с эпидемическим распространени-
ем клона P. aeruginosa ST235 VIM-2. Циркуляция 
данного клона отмечена не только на всей тер-
ритории России, но и в нескольких городах 
Беларуси и Казахстана. Доля ST235 среди всех 
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lated sequence-types: ST234 (3,4%), ST244 (0,1%) and 
ST270 (0,1%). Most isolates were susceptible only to 
polymyxins. In P. aeruginosa, five different types of inte-
grons harbouring the genes for MBLs: VIM-2 (99,6%) and 
IMP-30, a new Glu59/Lys variant of IMP-1, (0,4%) were 
found. A likely horizontal transfer of the most prevalent 
Tn5090-associated integron carrying the blaVIM-2 gene 
cassette from ST235 to ST234 and ST244 was observed 
in two cases. In addition to P. aeruginosa, produc-
tion of MBL (VIM-4) was detected in a single isolate of 
Escherichia coli.

Key words: Gram-negative, P. aeruginosa, resis-
tance, metallo-beta-lactamase.
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The prevalence and molecular epidemiology of MBL-
producing Gram-negative bacteria have been studied in 
Russia (1998–2010), Belarus and Kazakhstan (2005–
2010). Analysis of nosocomial strains isolated as part 
of several multicentre surveillance studies in Russia 
revealed rapid increase in prevalence of MBL-positive 
Pseudomonas aeruginosa isolates (from 4,5% to 20,3% 
between 2002–2004 and 2006–2007), which was mainly 
due to epidemic spread of P. aeruginosa clone ST235 
VIM-2. Circulation of this clone was noted across Russia 
as well as in several cities of Belarus and Kazakhstan. 
ST235 comprised 96,3% of all (n=711) MBL-producing 
P. aeruginosa, the remaining isolates belonged to unre-

Введение

Формирование и распространение резистент-
ности к антибиотикам группы карбапенемов у грам- 
отрицательных бактерий является одной из наибо-
лее актуальных проблем современной антимикроб-
ной химиотерапии. Карбапенемы обычно рассма-
триваются как наиболее эффективные антимикроб-
ные препараты при лечении тяжелых нозокомиаль-
ных и внебольничных инфекций с полимикробной 
этиологией. Тем не менее, приобретенная устой-
чивость к препаратам данной группы в последнее 
время встречается все чаще, особенно среди возбу-
дителей нозокомиальных инфекций [1].

Резистентность к карбапенемам грамотрица-
тельных бактерий может быть обусловлена различ-
ными механизмами: изменением проницаемости 
наружной клеточной мембраны, активацией систем 

эффлюкса или продукцией гидролизующих карба-
пенемы b-лактамаз (карбапенемаз) [2]. В настоящее 
время описано множество карбапенемаз, принад-
лежащих к трем молекулярным классам A, D и B 
[3]. Ферменты класса B, известные как металло-
b-лактамазы (МБЛ), существенно отличаются от 
всех прочих b-лактамаз наличием атомов цинка в 
активном центре. МБЛ обладают наиболее широким 
спектром гидролитической активности, который 
включает все b-лактамы, за исключением монобак-
тамов, и в связи с этим имеют особое клиническое 
и эпидемиологическое значение [4–6]. Активность 
МБЛ не подавляется классическими ингибитора-
ми b-лактамаз молекулярного класса A – клаву-
лановой кислотой, сульбактамом и тазобактамом, 
так же, как и новыми ингибиторами, активными в 
отношении сериновых ферментов классов A, C и 
D – авибактамом (NXL-104), MK-7655 и BLI-489 
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зистентности штаммов-продуцентов МБЛ. Такие 
штаммы обычно сохраняют чувствительность толь-
ко к полимиксинам (некоторые виды энтеробакте-
рий - к полимиксинам, тигециклину и фосфоми-
цину), однако случаи вторичной резистентности 
к данным препаратам, включая формирование de 
novo устойчивости в ходе терапии, также являются 
нередкими у продуцентов МБЛ [6, 18, 19]. Новые 
антимикробные препараты, способные преодолеть 
резистентность МБЛ-продуцирующих грамотри-
цательных бактерий, находятся пока на ранних ста-
диях разработки и доклинических испытаний [7]. В 
связи с этим можно ожидать, что в ближайшие годы 
МБЛ-продуцирующие штаммы будут представлять 
одну из наиболее острых проблем антимикробной 
химиотерапии [5, 6, 8].

Цель данного исследования – изучить распро-
страненность и молекулярную эпидемиологию 
МБЛ-продуцирующих клинических штаммов грам-
отрицательных бактерий, выделенных в различных 
регионах России и сопредельных государств.

Материалы и методы

Клинические штаммы микроорганизмов. Ретро-
спективный анализ продукции МБЛ проведен у 
2396 клинических изолятов грамотрицатель-
ных бактерий, нечувствительных (резистентных 
или умереннорезистентных), согласно критери-
ям Европейского комитета по определению чув-
ствительности к антимикробным препаратам 
(EUCAST, http://www.eucast.org), к одному или 
нескольким карбапенемам: имипенему, меропенему, 
дорипенему и эртапенему (для Enterobacteriaceae). 
Исследованные изоляты были собраны в рамках 
трех многоцентровых исследований по эпидемио-
логии антибиотикорезистентности возбудителей 
нозокомиальных инфекций в стационарах РФ в 
период с 1998 по 2007 гг. (табл. 1). Изоляты одного 
вида бактерий, повторно выделенные от одного 
пациента, в исследование не включались. У 207 
изолятов P. aeruginosa с установленной продукцией 
МБЛ из числа вышеуказанных были проведены 
исследования по определению генетической род-
ственности (клональности) типов продуцируемых 
МБЛ и структуры мобильных генетических эле-
ментов, несущих гены МБЛ.

Дополнительно, в ходе проспективного много-
центрового исследования «МЕТАЛЛ» по оцен-
ке распространенности МБЛ в России, Беларуси 
и Казахстане в 2005–2010 гг., в лаборатории 
НИИ антимикробной химиотерапии (НИИАХ, 
г. Смоленск) проведен анализ на наличие МБЛ 
у 1729 изолятов, предварительно отобранных в 
локальных клинических микробиологических лабо-

[7, 8]. МБЛ присутствуют как видоспецифические 
ферменты у некоторых видов грамотрицательных 
неферментирующих бактерий (ГНБ), в частности 
Stenotrophomonas maltophilia, Chryseobacterium spp., 
Burkholderia cepacia, и обеспечивают природную 
резистентность или низкую чувствительность этих 
видов к карбапенемам [6, 9, 10]. Продукция приоб-
ретенных МБЛ встречается у многих видов ГНБ, 
чаще всего у Pseudomonas aeruginosa, а также у пред-
ставителей семейства Enterobacteriaceae [3].

Эпидемиология МБЛ существенно отличается 
в разных регионах мира. Для ряда стран Южной 
и Восточной Азии, Дальнего Востока (Индии, 
Китая, Сингапура, Таиланда, Кореи), Центральной, 
Южной и Восточной Европы (Германии, Франции, 
Испании, Португалии, Греции, Италии, Польши, 
Хорватии) и Южной Америки (Бразилии, 
Аргентины) характерна эндемичность или поли-
клональное распространение МБЛ во многих 
стационарах. Единичные случаи и локальные 
вспышки внутрибольничных инфекций, вызван-
ных МБЛ-продуцирующими штаммами, были 
описаны в странах Северной Америки (США и 
Канаде) и Северной Европы (Швеции, Голландии 
и Норвегии). Во всем мире, при различии в рас-
пространенности МБЛ в разных странах, отмеча-
ется тенденция быстрого роста числа инфекций, 
вызванных продуцентами МБЛ [6, 11].

В настоящее время известно 10 генетических 
групп (семейств) приобретенных МБЛ: VIM, IMP, 
NDM, SPM, GIM, DIM, SIM, AIM, KHM и TMB [6, 
12]. Группы VIM и IMP являются наиболее много-
численными, МБЛ данных типов были выявлены 
в большинстве стран, где проводились регуляр-
ные эпидемиологические исследования. Широкое 
распространение VIM и IMP b-лактамаз в значи-
тельной степени обусловлено локализацией коди-
рующих генов в виде кассет в составе интегро-
нов 1 класса, ассоциированных с разнообразными 
мобильными генетическими элементами (инсерци-
онными элементами и транспозонами) [5]. Быстрая 
диссеминация NDM-1 во всем мире была выявлена 
только в последние 3 года. Ген blaNDM-1 найден в 
составе различных трансмиссивных плазмид у мно-
гих представителей Enterobacteriaceae, Acinetobacter 
spp. и других грамотрицательных бактерий [13–16]. 
SPM-1 является доминирующим типом МБЛ в 
Южной Америке, где его распространение связано, 
в основном, с клональной экспансией эпидемиче-
ского клона P. aeruginosa ST277 [17]. Остальные 
типы приобретенных МБЛ встречаются споради-
чески или были описаны у единичных изолятов [6].

Сцепление генов МБЛ и других детерминант 
устойчивости является частой причиной полире-
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на расстоянии 15 мм (между центрами дисков) от 
диска с ЭДТА (840 мкг). Для определения МБЛ 
у энтеробактерий дополнительно использовали 
диск с эртапенемом (10 мкг); все диски, содержа-
щие b-лактамы, помещали на расстоянии 20 мм от 
диска с ЭДТА.

В случае расхождения результатов детекции 
МБЛ с помощью метода двойных дисков и молеку-
лярно-генетических методов в качестве референт-
ного теста использовали спектрофотометрический 
анализ гидролиза имипенема грубыми экстрактами 
b-лактамаз [25]. Экстракцию ферментов осущест-
вляли с помощью ультразвуковой дезинтеграции 
бактериальных клеток в 50 мМ Na-фосфатном 
буфере (pH 7,0) с последующим удалением клеточ-
ного дебриса путем центрифугирования (21000 g 
× 30 мин, 4 °С). Гидролиз имипенема мониториро-
вали с помощью спектрофотометра Ultraspec 3000 
(GE Healthcare) при 299 нм (De = –9000 М–1 см–1) 
и начальной концентрации субстрата 150 мкМ. 
Перед проведением реакции тестируемые экс-
тракты инкубировали в течение 20 мин при 25 °С 
с добавлением и без добавления ЭДТА в конечной 
концентрации 2 мМ. В качестве контролей исполь-
зовали штаммы-продуценты известных МБЛ: 
P. aeruginosa VR-143/97 (VIM-1) и P. aeruginosa 
101/1477 (IMP-1) (положительные контроли) и 
МБЛ-непродуцирующий штамм P. aeruginosa 
ATCC®27853 (отрицательный контроль).

Выявление генов VIM и IMP b-лактамаз с 
помощью ПЦР в реальном времени. Детекцию 
генов наиболее распространенных МБЛ VIM- и 
IMP-типов проводили с помощью метода ПЦР в 
реальном времени, описанного ранее [24].

Определение структуры интегронов, несущих 
гены МБЛ. Для определения структуры МБЛ-
кодирующих интегронов использовали метод 

раториях, исходя из фенотипа устойчивости к кар-
бапенемам. Из этих изолятов 503 с подтвержденной 
продукцией МБЛ охарактеризованы с помощью 
молекулярно-генетических методов (см. табл. 1).

Идентификация и хранение культур микро-
организмов. Первичная видовая идентифика-
ция микроорганизмов проводилась в локальных 
лабораториях, осуществлявших выделение штам-
мов. Реидентификация всех культур проведена в 
лаборатории НИИАХ с помощью ручных мето-
дов (СИБ, НПО Микроген; API20 и API20NE, 
bioMerieux) или автоматических анализаторов 
(Vitek2 Compact, bioMerieux; BD Phoenix, Becton 
Dickinson). Штаммы хранились при температуре 
–70°С в триптиказо-соевом бульоне с добавлением 
30% глицерина непосредственно перпд проведени-
ем анализа. 

Определение чувствительности. Определение 
чувствительности к антимикробным препаратам 
проводили с помощью метода разведений в агаре 
Мюллера–Хинтон II (Becton Dickinson). На осно-
вании выявленных значений МПК штаммы отно-
сили к категориям чувствительности (Ч, УР и Р) 
в соответствии с критериями EUCAST v.2.0 [20]. 
Оценку чувствительности к цефоперазону, фосфо-
мицину и полимиксину B проводили на основании 
критериев МУК 4.2.1890-04 [21], EUCAST v.1.3 
[22] и CLSI M100-S21 [23] соответственно. Для 
контроля качества определения чувствительности 
использовали штаммы: E. coli ATCC®25922, E. coli 
ATCC®35218 и P. aeruginosa ATCC®27853.

Фенотипическая детекция продукции МБЛ. 
Для первичного выявления продукции МБЛ 
использовали метод двойных дисков с ЭДТА [24]. 
При тестировании изолятов ГНБ диски с цефта-
зидимом (30 мкг), имипенемом (10 мкг) и меро-
пенемом (10 мкг) наносили на поверхность агара 

Таблица 1. Источники получения клинических штаммов микроорганизмов

Виды 
микроорганизмов

Количество 
изолятов

Количество центров 
и городов

Исследование 
(период) Характеристика изолятов

P. aeruginosa
Acinetobacter spp.
Enterobacteriaceae

597/136
142/6

988/39

28 центров  
14 городов России

«NPRS II» 
(1998–1999 гг.)

Все последовательные, непо-
вторяющиеся нозокомиаль-
ные изоляты из ОРИТ

P. aeruginosa
Acinetobacter spp.
Enterobacteriaceae

1053/628
466/60

1374/139

33 центра  
22 городов России

«РЕЗОРТ» 
(2002–2004 гг.)

Все последовательные, непо-
вторяющиеся нозокомиаль-
ные изоляты из ОРИТ

P. aeruginosa
Acinetobacter spp.
Enterobacteriaceae

787/584
333/178

1035/122

36 центров  
26 городов России

«РЕВАНШ» 
(2006–2007 гг.)

Все последовательные, непо-
вторяющиеся нозокомиаль-
ные изоляты

P. aeruginosa
Acinetobacter spp.
Enterobacteriaceae

–/1530
–/168
–/31

53 центра 27 городов 
России, Беларуси 
и Казахстана

«МЕТАЛЛ» 
(2005–2010 гг.)

Только карбапенемонечув-
ствительные изоляты

Примечание. В числителе – общее количество изолятов, в знаменателе – количество карбапенемонечувствительных.
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последовательностями интегронов, использовали 
прямые внутренние праймеры к blaIMP и blaVIM генам 
в комбинации с обратными праймерами к типич-
ным 3′-концевым последовательностям интегро-
нов: qacED1 или tniC (для Tn5090/Tn402-подобных 
интегронов). Полученные ПЦР-продукты подвер-
гали рестрикции с использованием частощепящей 
эндонуклеазы TaqI; рестрикционные фрагменты 
разделяли электрофоретически в 3% агарозном геле 
и проводили сравнительный анализ рестрикцион-
ных профилей. Нуклеотидные последовательности 
МБЛ-кодирующих интегронов, отличающихся по 
данным ПЦР-рестрикционного анализа, определя-

ПЦР-рестрикционного картирования и секвени-
рования амплификационных фрагментов. Наборы 
генетических кассет интегронов 1 класса, несущих 
гены МБЛ, определяли путем раздельной ампли-
фикации вариабельных последовательностей, 
фланкирующих blaVIM и blaIMP гены с обоих кон-
цов. Вариабельные участки, находящиеся на 5′ 
конце между геном интегразы (intI1) и генами 
МБЛ, амплифицировали с помощью комбинаций 
прямого праймера к консервативному участку intI1 
и обратных внутренних праймеров к blaIMP и blaVIM 
генам. Для амплификации вариабельных участков, 
находящихся между генами   МБЛ и 3′-концевыми 

Таблица 2. Праймеры, использованные для амплификации и секвенирования вариабельных участков 
МБЛ-кодирующих интегронов

Праймер Нуклеотидная последовательность, 
5′–3′ Ген-мишень Назначение

3-CS QAC-EXT AATGCGGATGTTGCGATTAC qacED1 ПЦР, секвенирование

TniC-rev GTGGGCGATCTCTGCGAAG tniC (Tn5090) ПЦР, секвенирование

INT/5CS: CTTCTAGAAAACCGAGGATGC intI1 ПЦР, секвенирование

VIM-OUT-F CTACCCGGAAGCACAGTTCGTC blaVIM ПЦР, секвенирование

VIM-OUT-R ACCGGAATTTCGCTGACTGTCG blaVIM ПЦР, секвенирование

IMP-OUT-F AGAGCAGGCGGTTAAAGGGTT blaIMP ПЦР, секвенирование

IMP-OUT-R TGAACATAAACGCCTTCATCAAGC blaIMP ПЦР, секвенирование

5-CS GGCATCCAAGCAGCAAG intI1(-35 box) Секвенирование

ATT/SEQ AGAACCTTGACCGAACGCA intI1 Секвенирование

aadA1-fw CGATGAGCGAAATGTAGTGC aadA1 Секвенирование

aadA1-rev GAAAGGCGAGATCACCAAGG aadA1 Секвенирование

aadA1-rev(2) CCTTGGTGATCTCGCCTTTC aadA1 Секвенирование

aadB-fwd AATAGTTGAAATGCTCGG aadB Секвенирование

CmlA-fwd TACGAGAGCGCCGCCAAATC cmlA(-24) Секвенирование

CmlA-fwd(2) TGAACTTCTGGTTGTACACG cmlA Секвенирование

dhfr-fw AATGGAGTTATCGGGAATGG dhfr1 Секвенирование

dhfr-rev GTCTTGCGTCCAACCAACAGCC dhfr1 Секвенирование

ISPa21-fwd ATTCTGTAGTTCGCGCAGC ISPa21 Секвенирование

ISPa21-rev CAGACTTCCGGACGCTCGATCA tnpA (ISPa21) Секвенирование

ISPa21-rev(2) TGATCGAGCGTCCGGAAGTCTG tnpA (ISPa21) Секвенирование

OXA-2 (fwd) CAGCGAATTTCAAGCCAAAGGCACGATA blaOXA-2 Секвенирование

OXA-2-rev (2) TATGAGGTATCTTGAATGTCG blaOXA-2 Секвенирование

STR (OXA-2_rev) TCGCGCAGCGTCCGAGTTGACTGCC blaOXA-2 Секвенирование

Smr-rev ATGCCCGTCCAAACAGCGTAGG smr Секвенирование

OXA-35-rev TCATGGCTCTTGGCTTTCCGTC blaOXA-35 Секвенирование

OXA-rev AGCTTCTTTTGATGCCGTCC blaOXA-21 Секвенирование

VIM-F GGTGTTTGGTCGCATATCGC blaVIM Секвенирование

VIM-RA TCGTCATGAAAGTGCGT blaVIM Секвенирование

IMP1-F GCTAAAGATACTGAAAAATTAGT blaIMP Секвенирование

IMP-R TCATTTGTTAATTCAGATGCATA blaIMP Секвенирование
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ты вектора pUC18, меченные TAMRA, анализи-
ровали с помощью автоматического флуоресцент-
ного капиллярного электрофореза (ABI PRIZM 
310 Genetic Analyzer, Applied Biosystems) и про-
граммного обеспечения Peak Scanner v.1.0 (Applied 
Biosystems). Для приготовления флуоресцентно-
го внутреннего стандарта молекулярной массы 
использовали метод DeWoody et al. [30].

Кластерный анализ MLVA профилей прово-
дили с помощью программного пакета BioNumerics 
v.6 (Applied Maths), используя категориальные зна-
чения длин VNTR локусов и алгоритм построения 
дендрограмм минимальных дистанций (Minimum 
Spanning Tree).

MLST-типирование штаммов P. aeruginosa. 
Выборочные штаммы P. aeruginosa, выделенные в 
различных стационарах и отличающиеся по данным 
MLVA, были подвергнуты мультилокусному секве-
нированию-типированию в соответствии со стан-
дартным протоколом, описанным ранее (http://
pubmlst.org/paeruginosa/info/primers.shtml) [31]. 
Определение нуклеотидных последовательностей 
внутренних участков генов acsA, aroE, guaA, mutL, 
nuoD, ppsA и trpE проводили с помощью наборов 
для автоматического флуоресцентного секвениро-
вания BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 
Kit (Applied Biosystems) и анализатора ABI PRIZM 
310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems). Для 
идентификации аллельных вариантов перечислен-
ных генов использовали on-line базу данных MLST 
P. aeruginosa [http://pubmlst.org/paeruginosa/]. 
Кластерный анализ MLST профилей проводили с 
помощью алгоритма BURST [http://pubmlst.org/
analysis/burst/burst.shtml].

ли путем прямого секвенирования ПЦР-продуктов 
с использованием амплификационных и допол-
нительных внутренних праймеров, представлен-
ных в табл. 2. Сборку, выравнивание и сравнение 
полученных нуклеотидных последовательностей с 
известными последовательностями в GenBank про-
водили с помощью программного обеспечения CLC 
Main Workbench v.5.7.1 (CLC bio).

Аннотирование генных кассет осуществляли с 
использованием on-line базы данных Attaca (http://
www2.chi.unsw.edu.au:8080/rac/) [26, 27].

MLVA-типирование штаммов P. aeruginosa. 
В качестве основного метода типирования МБЛ-
продуцирующих штаммов P. aeruginosa использован 
анализ 6 тандемных повторов: ms061, ms127, ms077, 
ms172, ms142 и ms010, описанных Onteniente et al. 
[28]. Амплификацию указанных VNTR локусов 
проводили с помощью 2 мультиплексных ПЦР [29]. 
Прямые праймеры для амплификации каждого из 6 
перечисленных локусов были мечены на 5′ конце 
одним из трех флуорофоров: FAM, R6G, ROX. 
Синтез праймеров осуществлен ЗАО «Синтол» 
(г. Москва). Нуклеотидные последовательности 
и концентрации праймеров указаны в табл. 3. В 
состав ПЦР-смесей общим объемом 10 мкл входи-
ли также дНТФ (200 мкМ каждого), 1,5 мМ MgCl2, 
2,5 ед. Taq-F ДНК-полимеразы (Интерлабсервис), 
Taq-F реакционный буфер, 1-кратный: 67 мМ Трис-
HCl (pH=8,3), 17 мМ (NH4)2SO4, 0,1% Твин-20,  
0,12 мг/мл БСА, 8% глицерин и 1 мкл бактериальной 
ДНК, выделенной с помощью наборов InstaGene 
Matrix (Bio-Rad) в соответствии со стандартной 
методикой, рекомендованной производителем.

Смесь ПЦР продуктов, полученных в обеих 
реакциях, и внутреннего стандарта молекулярной 
массы, содержащего амплификационные фрагмен-

Таблица 3. Праймеры, использованные для амплификации 6 VNTR локусов P. aeruginosa

Праймер 
(5′ флуорофор)

Нуклеотидная  
последовательность, 5′–3′

Мультиплекс 
ПЦР

Концентрация в ПЦР, 
мкМ

ms010-F (ROX) GCAGGAACGCTTGCAGCAGGT 1 0,25

ms010-R CTTCGCCGACCCAGGGATCA 1 0,25

ms061-F (FAM) CTTGCCGTGCTACCGATCC 1 0,05

ms061-R CCCCCATGCCAGTTGC 1 0,05

ms077-F (FAM) GCGTCATGGTCTGCATGTC 1 0,05

ms077-R TATACCCTCTTCGCCCAGTC 1 0,05

ms127-F (FAM) CTCGGAGTCTCTGCCAACTC 1 0,05

ms127-R GGCAGGACAGGATCTCGAC 1 0,05

ms142-F (R6G) AGCAGTGCCAGTTGATGTTG 2 0,05

ms142-R GTGGGGCGAAGGAGTGAG 2 0,05

ms172-F (FAM) GGATTCTCTCGCACGAGGT 2 0,05

ms172-R TACGTGACCTGACGTTGGTG 2 0,05
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было выявлено в 18 стационарах 12 городов РФ. 
Наиболее высокая частота встречаемости МБЛ-
продуцирующих изолятов была отмечена в отдель-
ных стационарах Нижнего Новгорода (56,3%) 
Челябинска (44,8 и 73,1%), Новосибирска (65,8 
и 100,0%) и Якутска (85,3%).

В 2005–2010 гг. проведено многоцентровое про-
спективное исследование с целью выявления и изу-
чения МБЛ-продуцирующих штаммов в России, 
Беларуси и Казахстане. В рамках данного иссле-
дования наличие МБЛ подтверждено с помощью 
фенотипических и молекулярно-генетических 
методов у 503 клинических изолятов P. aerugi-
nosa и одного штамма E. coli (55/1389) из более 
1700 изолятов, полученных лабораторией НИИАХ 
из локальных клинических микробиологических 
лабораторий, осуществлявших предварительный 
отбор штаммов на основании фенотипа устойчи-
вости к карбапенемам или положительных резуль-
татов фенотипического теста на наличие МБЛ.  
МБЛ-продуцирующие штаммы получены из 47 
стационаров 21 города России, 8 стационаров 
3 городов Беларуси и 3 стационаров 3 городов 
Казахстана.

Таким образом, в данной работе представ-
лены суммарные данные анализа 711 МБЛ-
продуцирующих изолятов, выделенных в период с 
2002 по 2010 гг. (табл. 5).

Представленные на рис. 1 данные распределения 
исследованных изолятов по типам и локализации 
инфекций указывают на преобладание культур, 
выделенных при инфекциях кожи и мягких тканей 
(47,0%), респираторного тракта (24,6%), органов 
брюшной полости (13,2%) и мочевых путей (8,2%).

Антибиотикорезистентность МБЛ-продуциру-
ющих штаммов. Изученные МБЛ-проду циру-
ющие штаммы P. aeruginosa проявляли характер-
ный фенотип устойчивости ко всем пеницилли-
нам, цефалоспоринам и карбапенемам (табл. 6). 
Единичные изоляты проявляли in vitro чувстви-
тельность к пиперациллину, пиперациллину/тазо-

Результаты исследований

Распространенность штаммов, продуцирую-
щих МБЛ. В ходе ретроспективного анализа нозо-
комиальных штаммов P. aeruginosa, Acinetobacter 
spp. и Enterobacteriaceae, выделенных в ОРИТ мно-
гопрофильных стационаров РФ в 1998–1999 гг. 
(cм. тaбл. 1), не было выявлено культур, продуци-
рующих МБЛ.

В 2002–2004 гг. в аналогичном по дизайну и 
географическому охвату исследовании продукция 
МБЛ была обнаружена у 47 неповторяющихся (по 
одному от каждого пациента) изолятов P. aerugi-
nosa, выделенных в 6 стационарах 3 городов РФ: 
Омска, Москвы и Краснодара. Общая доля МБЛ-
продуцентов среди нозокомиальных изолятов 
P. aeruginosa составила 4,5%. Большинство МБЛ-
продуцирующих изолятов (n=36) было выделено 
в одном из стационаров Омска в период с октября 
2002 г. по июнь 2004 г. Распространенность МБЛ 
среди всех изолятов P. aeruginosa, выделенных в 
ОРИТ данного стационара в указанный период 
времени, составила 81,8%. В двух других горо-
дах были выявлены спорадические случаи инфек-
ций, вызванных МБЛ-продуцирующими штамма-
ми: 10 изолятов были выделены в 4 различных 
стационарах Москвы и единственный штамм – 
в Краснодаре.

В 2006–2007 гг. частота продукции МБЛ у изо-
лятов, выделенных в ОРИТ различных стацио-
наров РФ, возросла более чем в 4 раза и достиг-
ла 20,0%. Общая распространенность МБЛ среди 
нозокомиальных изолятов P. aeruginosa, получен-
ных из отделений различного профиля (включая 
хирургические и терапевтические отделения), 
составила 20,3%. Анализ распространенности МБЛ 
в зависимости от профиля отделений показал, что 
доля МБЛ была максимальной (47,5%) среди изо-
лятов P. aeruginosa из ожоговых отделений и отде-
лений хирургической инфекции (табл. 4). В общей 
сложности 160 культур, экспрессирующих МБЛ, 

Таблица 4. Распространенность МБЛ у нозокомиальных изолятов P. aeruginosa, выделенных 
в отделениях различного профиля стационаров России в 2006–2007 гг.

Профиль отделений Общее число изолятов 
P. aeruginosa

Число (%)  
МБЛ(+) изолятов

Ожоговые и хирургические инфекции 80 38 (47,5%)

ОРИТ 464 93 (20,0%)

Хирургический 205 26 (12,7%)

Терапевтический 26 3 (11,5%)

Другие 12 0

Все отделения 787 160 (20,3%)
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Таблица  5. Распределение МБЛ-продуцирующих изолятов P. aeruginosa по городам  
и периодам исследования

Страна, город
Общее количество изолятов P. aeruginosa (количество МБЛ-продуцирующих)

2002–2004 гг. 2006–2007 гг. 2005–2010 гг.

Россия:
Владивосток 17 (0) – –
Волгоград 2 (0) – –
Воронеж 52 (0) 22 (6) (6)
Екатеринбург 71 (0) 91 (0) (30)
Иркутск 20 (0) 11 (0) –
Казань 33 (0) 87 (4) –
Калуга – 24 (0) (1)
Кемерово – 20 (0) –
Краснодар 97 (1) 5 (0) (1)
Красноярск 69 (0) 6 (0) –
Липецк – 24 (2) (247)
Москва 172 (10) 64 (6) (1)
Нижневартовск – – (1)
Нижний Новгород – 16 (9) (46)
Новокузнецк – 3 (0) –
Новосибирск 41 (0) 62 (49) –
Ноябрьск – 36 (0) –
Омск 44 (36) – (7)
Орел – 36 (0) –
Пермь 30 (0) 11 (2) (9)
Ростов-на-Дону – 4 (0) (1)
Самара – – (7)
Санкт-Петербург 36 (0) 24 (0) (3)
Северск – 8 (0) –
Смоленск 37 (0) 20 (6) (84)
Ставрополь 68 (0) – –
Тольятти 26 (0) 18 (1) –
Томск 53 (0) 20 (0) –
Тюмень 40 (0) 62 (14) (17)
Уфа 63 (0) 24 (0) –
Хабаровск – – (1)
Челябинск 40 (0) 55 (32) –
Якутск 28 (0) 34 (29) –
Ярославль 14 (0) – (9)

Беларусь:
Гомель – – (2)
Минск – – (15)
Могилев – – (3)

Казахстан:
Астана – – (3)
Жезказган – – (1)
Караганда – – (8)

Всего: 1053 (47) 787 (160) (503)
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бактаму (0,6%), цефтазидиму (0,4%) и цефепиму 
(1,2%) на уровне пограничных значений МПК, 
тогда как подавляющее большинство были высо-
корезистентны. Большинство изолятов P. aerugi-
nosa были также умеренно резистентны (78,6%) 

ЦНС
1,0

Кровь
2,5 Кости

и суставы
3,8

Мочевые 
пути
8,2

Брюшная
полость

13,2

Респираторный
тракт
24,6

Кожа
и мягкие ткани

47,0

Рис. 1. Распределение МБЛ-продуцирующих изолятов 
по локализации инфекций, %

или резистентны (21,2%) к азтреонаму, который не 
расщепляется МБЛ, что говорит о наличии у них 
дополнительных факторов устойчивости к монобак-
тамам. Снижение МПК азтреонама в присутствии 
тазобактама в 4 и более раз, свидетельствующее 
о вероятной ко-продукции БЛРС молекулярного 
класса A, было отмечено у 4 изолятов. У осталь-
ных изолятов отсутствие синергизма между азтре-
онамом и тазобактамом указывало на возможность 
гиперпродукции цефалоспориназ класса C (AmpC) 
или активации эффлюкса как наиболее вероятных 
механизмов устойчивости к азтреонаму.

Ассоциированная устойчивость к антибиоти-
кам других классов – фторхинолонам, аминогли-
козидам и фосфомицину была выявлена почти у 
всех продуцентов МБЛ. Наибольшей активностью 
в отношении исследованных изолятов обладали 
полимиксины B и E (колистин): соответственно 
92,6 и 94,1% изолятов проявляли чувствительность 
к данным препаратам. Следует, однако, отметить, 

Таблица 6. Чувствительность МБЛ-продуцирующих изолятов P. aeruginosa к различным 
антибиотикам

Антибиотик
МПК, мг/л Количество изолятов, 

% Критерии оценки 
чувствительности**диапазон МПК50 МПК90 Ч УР Р

Пиперациллин* 16–≥256 128 ≥256 0,6 0,0 99,4 EUCAST v2.0 (16-32)

Пиперациллин/ тазобактам  
(4 мг/л)*

16–≥256 128 ≥256 0,6 0,0 99,4 EUCAST v2.0 (16-32)

Цефоперазон* 64–≥256 ≥256 ≥256 0,0 0,0 100,0 МУК 4.2.1890 (16-64)

Цефоперазон/ сульбактам (1:1)* 32–≥256 ≥256 ≥256 – – – -

Цефтазидим* 8–≥256 64 128 0,4 0,0 99,6 EUCAST v2.0 (8-16)

Цефепим* 4–≥256 32 64 1,2 0,0 98,8 EUCAST v2.0 (8-16)

Имипенем* 16–≥256 64 128 0,0 0,0 100,0 EUCAST v2.0 (4-16)

Меропенем* 8–128 32 128 0,0 0,0 100,0 EUCAST v2.0 (2-16)

Дорипенем* 4–≥256 32 64 0,0 0,2 99,8 EUCAST v2.0 (1-8)

Азтреонам 1–≥256 8 32 0,2 78,6 21,2 EUCAST v2.0 (1-32)

Азтреонам/ тазобактам (4 мг/л) 1–≥256 8 32 – – – -

Ципрофлоксацин 0,125–≥128 16 32 0,2 0,0 99,8 EUCAST v2.0 (0.5-2)

Левофлоксацин 2–≥128 16 32 0,0 0,2 99,8 EUCAST v2.0 (1-4)

Гентамицин 8–≥256 ≥256 ≥256 0,0 0,0 100,0 EUCAST v2.0 (4-8)

Нетилмицин 8–≥256 ≥256 ≥256 0,0 0,0 100,0 EUCAST v2.0 (4-8)

Амикацин 4–≥512 256 ≥512 1,4 1,8 96,8 EUCAST v2.0 (8-32)

Фосфомицин 32–≥512 128 128 1,3 0,0 98,7 EUCAST v1.3 (32-64)

Полимиксин Е 0,25–16 2 4 94,1 0,0 5,9 EUCAST v2.0 (4-8)

Полимиксин B 0,25–8 2 2 92,6 6,6 0,8 CLSI M100-S21 (2-8)

Примечание. * – штаммы с подтвержденной продукцией МБЛ рассматриваются как нечувствительные к отмеченным 
антибиотикам. Распределение изолятов по категориям чувствительности проведено в соответствии с формальными критериями 
интерпретации значений МПК.
** – в скобках указаны пограничные значения МПК (Ч –≤, Р – ≥).
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VIM-типа установлено у 707 (99,6%) изолятов 
P. aeruginosa; b-лактамазы IMP-типа обнаружены 
только у 3 (0,4%) изолятов P. aeruginosa, выделен-
ных в одном стационаре Москвы в январе 2004 г.

По данным ПЦР-ПДРФ анализа, МБЛ-
кодирующие интегроны всех исследованных 
штаммов P. aeruginosa были разделены на 5 типов. 
Структура и кассетный состав интегронов каждого 
типа установлены путем секвенирования и пред-
ставлены в GenBank под номерами: DQ522233, 
DQ522234, DQ522235, DQ522236 и DQ522237. 
Данные о структуре и встречаемости интегронов, 
несущих гены МБЛ, представлены в табл. 8. Генные 
кассеты blaVIM-2, кодирующие b-лактамазу VIM-2, 
были обнаружены в составе интегронов 4 типов у 
подавляющего большинства МБЛ-продуцирующих 
изолятов (99,6%). Несмотря на существенные раз-
личия в структуре этих интегронов, нуклеотидные 
последовательности blaVIM-2 кассет длиной 909 пн, 
включая кодирующие участки и характерные 
«59-base» элементы, были полностью идентичны. 
Генные кассеты blaIMP длиной 880 пн, кодирующие 

что МБЛ-продуцирующие изоляты P. aeruginosa, 
обладающие сочетанной устойчивостью ко всем 
не-b-лактамным антибиотикам, включая полимик-
сины, были выявлены в стационарах 10 городов. 
Все панрезистентные изоляты были выделены в 
период с 2006 по 2010 гг.

Единственный МБЛ-продуцирующий штамм 
E. coli 55/1389, выявленный в ходе данного иссле-
дования, был высокорезистентен к большинству 
b-лактамов – пенициллинам, цефалоспоринам, 
цефокситину, азтреонаму, и проявлял сниженную 
чувствительность к карбапенемам на уровне погра-
ничных значений МПК (табл. 7). Снижение МПК 
оксииминоцефалоспоринов в присутствии клаву-
лановой кислоты свидетельствовало о наличии у 
данного штамма БЛРС, которая по данным ПЦР и 
секвенирования была идентифицирована как CTX-
M-15 (данные не представлены). Штамм также про-
являл устойчивость к большинству не-b-лактамных 
антибиотиков, за исключением фосфомицина.

Типы МБЛ и структура МБЛ-кодирующих 
интегронов. С помощью ПЦР наличие МБЛ 

Таблица 7. Чувствительность E. coli 55/1389 к различным антибиотикам

Антибиотик МПК, мг/л
Категория чувствительности

МУК 4.2.1890-04 EUCAST v2.0

Ампициллин ≥256 Р Р

Амоксициллин / клавуланат (2:1) 32/16 Р Р

Пиперациллин ≥256 Р Р

Пиперациллин / тазобактам (4 мг/л) ≥256/4 Р Р

Цефоперазон ≥256 Р –

Цефоперазон / сульбактам (1:1) 64/64 – –

Цефтазидим 256 Р Р

Цефтазидим / клавуланат (4 мг/л) 32/4 – –

Цефотаксим ≥256 Р Р

Цефотаксим / клавуланат (4 мг/л) 128/4 – –

Цефепим 128 Р Р

Цефепим / клавуланат (4 мг/л) 4/4 – –

Азтреонам ≥256 Р Р

Цефокситин ≥256 Р –

Имипенем 4 Ч УР

Меропенем 0.5 Ч Ч

Эртапенем 2 Ч Р

Гентамицин ≥256 Р Р

Амикацин 64 Р Р

Нетилмицин ≥256 Р Р

Ципрофлоксацин ≥128 Р Р

Триметоприм / сульфаметоксазол (1:19) 128/2432 Р Р

Фосфомицин 1 Ч Ч
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отличалась только наличием 3 точечных мутаций 
в кодирующей области intI1, одна из которых опре-
деляла наличие слабого кассетного промотора PcW 
вместо PcH2.

Второй по частоте встречаемости интегрон 
(GenBank Acc. № DQ522236), обнаруженный у 24 
(3,4%) изолятов, включал кассету blaVIM-2 в первой 
позиции, кассету gcu21 длиной 319 пн с неизвест-
ной функцией, проявляющую частичную гомоло-
гию с участком orfE (GeneBank Acc. № AY139595), 
кассету ааdB, кодирующую аминогликозид-2′-O-
аденилтрансферазу, и кассету blaOXA-2, кодиру-
ющую оксациллиназу OXA-2. В attC сайте кас-
сеты ааdB была обнаружена инсерция ISKpn4b 
(IS1111-attС-подобного инсерционного элемен-
та). В 5′-концевой последовательности интегрона 
присутствовала комбинация гибридного кассетно-
го промотора PcH1 и неактивного промотора P2, 
а на 3′-конце вариабельной последовательности 
– характерная последовательность гибридной кас-
сеты qacED1sul.

Интегрон, обнаруженный у 3 изолятов P. aerugi-
nosa (GenBank Acc. № DQ522235), содержал иден-
тичную комбинацию промоторов перед кассетой 
blaVIM-2 в первой позиции, кассету aadA1, коди-
рующую аминогликозид-3′-аденилтрансферазу во 
второй позиции, и 3′-концевую последовательность 
qacED1sul.

У одного изолята был обнаружен также 
VIM-2-кодирующий интегрон (GenBank Acc. 
№ DQ522234), содержащий слабый промотор PcW 
и неактивный промотор P2 перед блоком кассет: 
aadB, blaVIM-2, aacA4, кодирующей аминогликозид-
6′-ацетилтрансферазу, и qacED1sul.

b-лактамазу IMP-типа у 3 изолятов P. aeruginosa, 
входили в состав одинаковых по строению инте-
гронов и отличались от описанных ранее кассет 
blaIMP-1 (например, в интегроне In123, GenBank 
Acc. № AB462903) наличием единственной нук-
деотидной замены G121/A в кодирующей после-
довательности blaIMP (нумерация нуклеотидов от 
начала кодирующей последовательности), кото-
рая соответствует аминокислотной замене Glu59/
Lys в IMP-1 (нумерация аминокислотных остат-
ков согласно стандартной схеме для b-лактамаз 
класса B [32]). Новому варианту IMP-1 присвоено 
международное номенклатурное название IMP-30 
(http://www.lahey.org/studies/).

Интегрон, выявленный у 679 (95,6%) изолятов, 
(GenBank Acc. № DQ522233), включал 4 кассе-
ты: aacA7, blaVIM-2, dfrB5 и aacC-A5, кодирующие 
соответственно аминогликозид-ацетилтрансферазу 
AAC(6’)-Ib, МБЛ VIM-2, дигидрофолатредукта-
зу DHFRIIe и аминогликозид-ацетилтрансфера-
зу AAC(3)-Ie. В кодирующей последовательности 
гена интегразы (intI1) был выявлен гибридный 
кассетный промотор PcH2 и в области сайта инте-
грации (attI) – второй неактивный промотор P2. 
На 3′-конце вариабельной области интегрона при-
сутствовал ген резолвазы (tniC) Tn5090/Tn402-
подобного транспозона. Структура данного инте-
грона была практически идентична таковой ранее 
описанных интегронов P. aeruginosa, выявленных 
в  США в 2003 г. (GenBank Acc. № AY943084) [33], 
Тайване – в том же году [34], Норвегии – в 2006 г. 
(GenBank Acc. № FM165436) [35] и Индии в 2010 г. 
(GenBank Acc. – HQ005291). Нуклеотидная после-
довательность интегрона, выявленного в США, 

GenBank
Acc. №

n (%)
изолятов

DQ522233

DQ522236

DQ522235

DQ522234

DQ522237

679
(95,6)

24
(3,4)

3
(0,4)

3
(0,4)

1
(0,1)

27

4

2

1

1

PcH2/P2

PcH1/P2

PcH1/P2

PcW/P2

PcW/P2

2713

4317

2009

2383

4604

Число
городов

Кассетный
промотор

Длина,
пн*

Структура интегрона**
(5′-......-3′)

intI1 aacA7 dfrB5 aacC-A5 tniC/Tn5090-like

intI1 blaVIM-2 gcuE7 aadB ISKpn4bIRr IRl blaOXA-2 qacE∆1

intI1 aadA1 qacE∆1

intI1 aadB blaVIM-2 aacA4 qacE∆1

intI1 aadB bla/IMP-30 gcu21 cmlA7 blaOXA-21 qacE∆1

blaVIM-2

blaVIM-2

Таблица 8. Структура МБЛ-кодирующих интегронов у исследованных штаммов P. aeruginosa

Примечание. * – длина вариабельного участка (ВУ) интегрона между геном интегразы (intI1) и характерными 3′-концевыми 
последовательностями (qacE∆1 или tniC Tn5090);
** – характерные концевые последовательности интегронов I класса показаны серым цветом, гены МБЛ – черным.
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за исключением трех отдельных MLVA типов, каж-
дый из которых был представлен одним штаммом, 
к двум клональным группам (кластерам) (рис. 3).

Первый доминирующий кластер включал 36 
родственных типов и 684 (96,3%) изолята, выде-
ленных в 28 городах России, Беларуси и Казахстана 
в 2002–2010 гг. Все изоляты, принадлежащие к 
первому кластеру, имели одинаковую длину тан-
демных повторов ms127 (225 пн), ms172 (826 пн) 
и ms142 (180 пн). У большинства изолятов дан-
ной группы длина амплификационного фрагмен-
та ms077 составляла 392 пн, у четырех наблю-
далось отсутствие ПЦР-фрагмента, соответству-
ющего данному локусу. Таким образом, разли-
чия между отдельными MLVA типами в пределах 
кластера определялись, в основном, полиморфиз-
мом двух гипервариабельных локусов: ms061 и 
ms010. Мультилокусное секвенирование-типиро-
вание 17 изолятов, выделенных в разных горо-
дах и относящихся к различным MLVA типам, 
входящим в доминирующий кластер, показало 
наличие у них идентичных аллельных профилей 
acsA-aroE-guaA-mutL-nuoD-ppsA-trpE (38-11-3-13-
1-2-4), определяющих принадлежность к сиквенс-
типу 235 (ST235), описанному нами впервые в 
2006 г. (http://pubmlst.org/paeruginosa/). Согласно 
данным BURST анализа, ST235 является «цен-
тральным» сиквенс-типом клонального комплекса 
235 (СС235), который в настоящее время включает 
более 20 сиквенс-типов. У подавляющего большин-
ства исследованных нами изолятов, относящихся к 
кластеру ST235 (n=677), были обнаружены иден-
тичные по структуре интегроны (GenBank Acc. 
№ DQ522233), несущие кассету blaVIM-2. Данный 
факт является дополнительным подтверждением 
генетической родственности изолятов, выделенных 
в стационарах многих городов на территории трех 

В составе интегрона (GenBank Acc. 
№ DQ522237), несущего ген новой МБЛ – IMP-
30, у 3 изолятов была также выявлена комбинация 
неактивного промотора P2 и слабого промотора 
PcW. Данный интегрон включал блок из 6 кассет: 
aadB, blaIMP-30, gcu21 (генной кассеты с неизвест-
ной функцией длиной 464 пн), cmlA7, кодирующей 
транспортный белок, опосредующий резистент-
ность к хлорамфениколу, blaOXA-21, кодирующей 
оксациллиназу OXA-21, и qacED1sul.

В отличие от штаммов P. aeruginosa, у большин-
ства из которых была выявлена продукция VIM-2, 
у штамма E. coli 55/1389 установлено наличие 
другой МБЛ – VIM-4. Соответствующая кассе-
та – blaVIM-4 была обнаружена в первой пози-
ции In416-подобного интегрона (GenBank Acc. 
№ AJ704863). Нуклеотидная последовательность 
VIM-4-кодирующего интегрона E. coli 55/1389 дли-
ной 4457 пн была идентична In416, за исключени-
ем единственной замены – T/G, превращающей 
сильный кассетный промотор (PcS) в гибридный 
промотор PcH1. Перед блоком кассет присутство-
вал также неактивный вторичный промотор P2. 
Помимо blaVIM-4, в составе интегрона были обна-
ружены кассеты: aacA7, dfrA1, неполная кассета 
aadA1, содержащая на 5′ конце делецию 82 пн, 
и smr, кодирующая белок SMR (small multidrug 
resistance). ПЦР-картирование выявило наличие 
гена tnpA инсерционного элемента ISPa21 вместо 
типичных последовательностей на 3′ конце инте-
грона, так же как и у In416 (рис. 2).

Клональность и генетическое разнообразие 
МБЛ-продуцирующих штаммов P. aeruginosa. По 
данным MLVA типирования, все исследованные 
штаммы P. aeruginosa были разделены на 44 типа 
(соответствующие MLVA профили представлены в 
табл. 9). Кластерный анализ позволил отнести все, 
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Рис. 2. Структура интегронов, несущих кассету blaVIM-4, у E. coli 55/1389 и штаммов энтеробактерий, выделенных 
в различных странах.
a – E. coli 55/1389; b – In416 Klebsiella pneumoniae (GenBank Acc. № AJ704863, Италия); c – K. pneumoniae (GenBank 
Acc. № AM181293, Тунис); d – Enterobacter cloacae (GenBank Acc. № EF467306, Греция). Делеция 82 пн в aadA1 обо-
значена символом D.
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Таблица 9. Генотипы МБЛ-продуцирующих штаммов P. aeruginosa по данным MLVA, MLST и 
анализа структуры интегронов

MLVA профиль (ms061-ms127-
ms077-ms172-ms142-ms010)*

Количество (%) 
изолятов

Количество 
городов

Тип интегрона 
(GenBank Acc. №)** Кластер***

109-225-392-826-180-185 387 (54,5) 21 DQ522233s ST235a

109-225-392-826-180-191 83 (11,7) 15 DQ522233s ST235a

115-225-392-826-180-185 44 (6,2) 9 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-173 27 (3,8) 5 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-179 23 (3,2) 5 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-197 23 (3,2) 6 DQ522233 ST235a

109-225-392-826-180-209 20 (2,8) 1 DQ522233 ST235
103-225-392-826-180-185 9 (1,3) 4 DQ522233 ST235
115-225-392-826-180-155 8 (1,1) 2 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-215 6 (0,8) 2 DQ522233 ST235
115-225-392-826-180-191 6 (0,8) 4 DQ522233 ST235
115-225-392-826-180-179 5 (0,7) 1 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-161 4 (0,6) 1 DQ522233 ST235
121-225-392-826-180-185 4 (0,6) 3 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-167 3 (0,4) 2 DQ522233 ST235
97-225-392-826-180-185 3 (0,4) 1 DQ522233 ST235
97-225-392-826-180-191 3 (0,4) 2 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-203 2 (0,3) 2 DQ522233 ST235
115-225-392-826-180-173 2 (0,3) 2 DQ522233 ST235a

115-225-392-826-180-209 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235a

127-225-392-826-180-185 2 (0,3) 1 DQ522233 ST235
103-225-392-826-180-191 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
103-225-392-826-180-215 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
109-225-0-826-180-179 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
109-225-0-826-180-185 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
109-225-0-826-180-191 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
109-225-392-826-180-155 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
115-225-392-826-180-203 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
121-225-392-826-180-161 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
121-225-392-826-180-173 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
121-225-392-826-180-179 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
127-225-0-826-180-185 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
91-225-392-826-180-185 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
127-210-392-771-180-185 1 (0,1) 1 DQ522233 ST235
103-225-392-826-180-209 1 (0,1) 1 DQ522234s ST235a

115-225-392-826-180-209 1 (0,1) 1 DQ522235 ST235
109-225-392-826-180-221 1 (0,1) 1 DQ522235s ST235a

115-225-392-826-180-215 1 (0,1) 1 DQ522235 ST235
109-225-392-826-180-209 3 (0,4) 1 DQ522237s ST235a

145-210-392-665-961-155 9 (1,3) 1 DQ522236 ST234a

145-210-392-665-961-215 8 (1,1) 3 DQ522236s ST234a

145-210-392-665-961-221 3 (0,4) 2 DQ522236 ST234a

151-210-392-665-961-215 2 (0,3) 1 DQ522236 ST234
145-210-392-665-961-197 1 (0,1) 1 DQ522236 ST234
127-210-392-771-180-185 1 (0,1) 1 DQ522233 ST244a

139-210-392-826-961-233 1 (0,1) 1 DQ522233 ST234a

121-210-338-718-514-191 1 (0,1) 1 DQ522236 ST270a

Примечание. * – числа указывают длину (в пн) ПЦР-фрагментов соответствующих VNTR локусов. 0 – означает отсутствие 
ПЦР-фрагмента;
** – типы интегронов по данным ПЦР-ПДРФ анализа; s – у штаммов с соответствующими профилями MLVA структура 
интегронов установлена путем секвенирования;
*** – кластеризация в соответствии с дендрограммой минимальных дистанций (см. рис. 3). Названия кластеров отражают 
соответствие сиквенс типам (ST), установленным с помощью MLST: a – для штаммов с соответствующими профилями MLVA 
определена принадлежность к соответствующему сиквенс-типу.
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выделенных в разных городах, были отнесены, по 
результатам MLST, к отдельному сиквенс-типу – 
ST234 (аллельный профиль acsA-aroE-guaA-mutL-
nuoD-ppsA-trpE: 1-5-11-3-4-10-3). Принадлежность 
к кластеру ST234 коррелировала также с наличием 
определенного типа интегрона  (GenBank Acc. № 
DQ522236), кодирующего VIM-2.

Интересно отметить, что МБЛ-продуцирующие 
штаммы P. aeruginosa, принадлежащие к двум основ-
ным генетическим кластерам и соответственно к 
двум различным сиквенс-типам – ST234 и ST235, 
были впервые выявлены в стационарах Москвы 
(ST234 и ST235) и Омска (ST235) приблизительно 
в одно и то же время в октябре 2002 г. Дальнейшее 
увеличение частоты МБЛ было связано преимуще-
ственно с клональным распространением VIM-2-

стран. Вместе с тем, у 7 изолятов, также принад-
лежащих к ST235, были выявлены интегроны трех 
других типов, несущие гены разных МБЛ: VIM-2 
(GenBank Acc. № DQ522234 и DQ522235) и IMP-
30 (GenBank Acc. № DQ522237), что свидетель-
ствует о возможности независимого приобретения 
МБЛ штаммами P. aeruginosa ST235. 

Второй по размеру кластер объединял 5 MLVA 
типов, к которым принадлежали 23 (3,2%) изолята, 
выделенные в 4 городах России в 2002–2009 гг. 
Все изоляты данной группы характеризовались 
наличием идентичных профилей ПЦР-фрагментов: 
ms127 (210 пн), ms077 (392 пн), ms172 (665 пн) 
и ms142 (961 пн) и отличались только длиной 
тандемных повторов ms061 и ms010. Пять произ-
вольно выбранных изолятов из данной группы, 
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Рис. 3. Дендрограмма минимальных дистанций, построенная по результатам кластерного анализа MLVA профилей 
МБЛ-продуцирующих изолятов P. aeruginosa.
Узлы дендрограммы (круги) соответствуют различным типам (профилям) MLVA; размер каждого узла пропорцио-
нален числу изолятов, указанному в центре. Линии связывают родственные типы, отличающиеся минимальным чис-
лом VNTR локусов: различия в 1 локусе – сплошные линии, различия в 2 локусах – пунктирные линии. Кластеры 
ST235 и ST234 указаны стрелками. Названия городов, где были выделены штаммы, относящиеся к каждому типу, 
указаны в виде сокращений: Астана (Аст), Воронеж (Врж), Гомель (Гмл), Екатеринбург (Екб), Жесказган (Жкг), 
Казань (Каз), Калуга (Клг), Караганда (Кгд), Краснодар (Кдр), Липецк (Лип), Минск (Мин), Могилев (Мгл), 
Москва (Мск), Нижний Новгород (Ннг), Нижневартовск (Нвт), Новосибирск (Нсб), Омск (Омс), Пермь (Прм), 
Ростов на Дону (Рст), Санкт-Петербург (Спб), Самара (Смр), Смоленск (Смо), Тольятти (Тти), Тюмень (Тмн), 
Хабаровск (Хаб), Челябинск (Чел), Якутск (Яку), Ярославль (Яро).
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кодирующих интегронов у генетически неродствен-
ных штаммов. В частности, наиболее распростра-
ненный интегрон (GenBank Acc. № DQ522233) 
присутствовал у трех выделенных в Могилеве изо-
лятов P. aeruginosa, два из которых принадлежали 
к доминирующему кластеру ST235 и отличались 
только по одному VNTR локусу – ms061 (109 и 115 
пн), а третий относился к ST234 (согласно резуль-
татам MLST) и отдельному MLVA типу, отличаю-
щемуся по 4 VNTR локусам: ms061 (139 пн), ms127 
(210 пн), ms142 (961 пн) и ms010 (233 пн). Интегрон 
того же типа был обнаружен также у штамма, кото-
рый был выделен в Смоленске и отличался от всех 
изолятов, входящих в кластер ST235, по данным 
MLST (ST244) и MLVA типирования: различия в 
двух VNTR локусах – ms127 (210 пн) и ms172 (771 
пн)).  Второй по частоте встречаемости интегрон 
(GenBank Acc. № DQ522236), характерный для 
всех изолятов кластера ST234, был дополнительно 
выявлен у неродственного штамма P. aeruginosa из 
Краснодара, обладающего уникальным MLVA про-
филем (ms061-ms127-ms077-ms172-ms142-ms010: 
121-210-338-718-514-191 пн) и принадлежащего к 
ST270.

Данные, представленные на рис. 4, показывают, 
что МБЛ-продуцирующие штаммы, принадлежа-

продуцирующих штаммов ST235 (DQ522233) и, в 
меньшей степени, ST234 (DQ522236), как внутри 
отдельных стационаров, так и между лечебными 
учреждениями разных городов. В нескольких ста-
ционарах было выявлено параллельное распростра-
нение штаммов, сходных фенотипически, но при-
надлежащих к двум разным генетическим группам: 
ST235 (DQ522233) и ST234 (DQ522236). Так, в 
одном из стационаров Смоленска первые МБЛ-
продуцирующие штаммы P. aeruginosa были выде-
лены в 2 разных отделениях в августе и октябре 
2005 г. и относились соответственно к ST235 и 
ST234. Всего в 2005-2010 гг. в 4 отделениях данно-
го стационара было выявлено 80 случаев инфек-
ций, вызванных штаммом ST235 (DQ522233), и 
10 – ST234 (DQ522236). В трех других стациона-
рах соотношение числа штаммов вышеуказанных 
групп (NST235 : NST234) существенно отличалось: 54:1 
в центре № 1 (Нижний Новгород), 3:2 в центре № 2 
(Москва), и 1:11 в центре №3 (Воронеж).

Несмотря на преобладающую роль клонального 
механизма распространения МБЛ, в ходе исследо-
вания была выявлена также возможность горизон-
тального переноса мобильных структур, несущих 
кассеты blaVIM-2, а именно: в нескольких случаях 
было установлено наличие одинаковых VIM-2-
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ST244

ST234
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ST234

ST270

Локализация инфекции

Кожа и мягкие ткани
Респираторный тракт
Брюшная полость
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Кровь
ЦНС
Нет данных

Рис 4. Распределение МБЛ-продуцирующих изолятов P. aeruginosa различных генетических групп по локализации 
инфекций.
Кластеризация генотипов соответствует рис. 3.
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В ходе проведенного нами исследования МБЛ-
продуцирующие штаммы Acinetobacter spp. выяв-
лены не были, несмотря на то что в исследование 
было включено более 400 карбапенемнечувстви-
тельных изолятов Acinetobacter из 17 стационаров. 
Разумеется, данный результат не позволяет сделать 
вывод об отсутствии таких штаммов в России. 
В то же время, ранее проведенные нами исследо-
вания показывают, что более значимым механиз-
мом устойчивости к карбапенемам у нозокомиаль-
ных штаммов Acinetobacter baumannii в России и 
Беларуси, так же как и в других странах, является 
продукция карбапенемаз класса D, относящихся к 
группам OXA-23, OXA-40 и OXA-58 [47, 48].

До 2010 г. нами был также выявлен единствен-
ный случай продукции МБЛ VIM-4 у штамма E. coli. 
Сходство структуры VIM-кодирующего интегрона у 
данного штамма и In416/In-e541-подобных интегро-
нов, описанных у K. pneumoniae, E. coli, Enterobacter 
cloacae и других видов энтеробактерий из стран 
Средиземноморья [49–57], позволяет сделать вывод 
об их вероятной эпидемиологической связи [58].

Наиболее важной проблемой, выявленной в ходе 
данного исследования, является стремительное рас-
пространение штаммов P. aeruginosa, продуцирую-
щих МБЛ, в России и на территории соседних госу-
дарств. Первые случаи инфекций, вызванных таки-
ми штаммами, были зарегистрированы в России в 
2002 г. [59], – позже, чем в ряде европейских стран 
[5]. В 2002–2004 гг. доля МБЛ среди всех изолятов 
P. aeruginosa в ОРИТ многопрофильных стацио-
наров России составила 4,5%. Однако уже в 2006–
2007 гг. продукция МБЛ была выявлена у 20,3% 
нозокомиальных изолятов синегнойной палочки. 
Таким образом, распространенность МБЛ у штам-
мов P. aeruginosa в России существенно превысила 
соответствующие показатели в других странах в 
аналогичный период: 0,1% в Испании в 2007 г. [60], 
0,8% в Греции в 2003 г. [61], 1,3% в Италии в 2008 
г. [39], 1,9% в Японии в 2005 г. [62], 2,6% в Южной 
Корее в 2006 г. [63, 64]. Сходная частота встречае-
мости МБЛ у псевдомонад (18,9%) была описана 
только в Индии в 2009 г. [65]. Проспективное 
эпидемиологическое исследование «МЕТАЛЛ», в 
котором в 2005–2010 гг. приняли участие меди-
цинские центры из России, Беларуси и Казахстана, 
выявило не только дальнейший рост числа случа-
ев нозокомиальных инфекций, вызванных МБЛ-
продуцирующими штаммами P. aeruginosa, но и 
значительные масштабы их географического рас-
пространения на территории трех стран.

Почти у всех исследованных нами изолятов 
было выявлено наличие VIM-2 – наиболее часто 
встречающейся у псевдомонад МБЛ. Лишь у 

щие к двум основным генетическим группам – 
ST235 и ST234, вызывали инфекции различной 
локализации. Доли изолятов, выделенных из крови, 
в обеих группах достоверно не отличались (2,4 и 
4,8% соответственно; c2 тест, p=0,51).

Резистентность к полимиксину Е и полимикси-
ну B была выявлена только среди изолятов группы 
ST235 (6,2%) и не встречалась среди изолятов 
ST234, однако данные различия были статистиче-
ски недостоверны (c2 тест, p=0,51) вследствие зна-
чительно меньшего числа исследованных изолятов, 
принадлежащих к последней группе. Колистин-
резистентные изоляты относились к 7 MLVA-
типам и были выделены в 10 городах, что указывает 
на возможность независимого приобретения ими 
устойчивости к полимиксинам.

Обсуждение результатов

Резистентность к карбапенемам за счет экс-
прессии МБЛ у грамотрицательных бактерий явля-
ется быстро растущей проблемой во всем мире. 
Наиболее частыми продуцентами «классических» 
МБЛ VIM- и IMP-типов являются бактерии рода 
Pseudomonas, значительно реже ферменты данных 
групп встречаются у других видов [6]. Штаммы 
Enterobacteriaceae и Acinetobacter, продуцирую-
щие IMP b-лактамазы (главным образом – IMP-1) 
в основном распространены в странах Дальнего 
Востока – Японии и Корее [6, 11, 36]. Широкая цир-
куляция энтеробактерий, продуцирующих VIM-1 и 
родственные ферменты (VIM-4), отмечена в стра-
нах Средиземноморского бассейна, прежде всего 
в Греции, Италии, Испании и Франции [37–41]. 
По данным национального эпидемиологического 
исследования в Греции, доля изолятов K. pneumoni-
ae, резистентных к имипенему за счет наличия VIM 
b-лактамаз, в различных отделениях стационаров 
по всей стране выросла с 2001 г. по 2006 г. от <1% 
до 20%, а в отделениях интенсивной терапии – до 
50% [41]. В другом исследовании, проведенном в 
стационарах г. Афины, гены blaVIM-1 были выяв-
лены у 37,6% изолятов K. pneumoniae, выделенных 
из крови [42]. Кроме того, в последние годы отме-
чается тенденция стремительного распростране-
ния во всем мире штаммов Enterobacteriaceae и 
Acinetobacter, несущих гены МБЛ нового типа 
– NDM (New Delhi metallo-b-lactamase) [13, 14, 16, 
43–45]. Большинство случаев инфекций, вызван-
ных NDM-продуцирующими штаммами, связано 
с их импортированием из стран Юго-Восточной 
Азии (Индии и Пакистана), где отмечается высо-
кий уровень эндемичности NDM, а также из стран 
Балканского региона (Боснии, Сербии, Косово и 
Черногории) [15, 44, 46].
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распространении МБЛ-продуцирующих штаммов 
P. aeruginosa в России, Беларуси и Казахстане. Рост 
доли МБЛ-положительных штаммов в основном 
был обусловлен распространением эпидемических 
клонов ST235 и, в меньшей степени, ST234. ST235 
является центральным сиквенс-типом клонального 
комплекса 235 (СС235) и известен как междуна-
родный эпидемический клон. Глобальное распро-
странение штаммов P. aeruginosa ST235 и родствен-
ных сиквенс-типов, входящих в СС235, описано в 
ряде публикаций [68–71]. В большинстве иссле-
дований отмечается множественная лекарственная 
устойчивость СС235. Интересно, что МБЛ VIM-
типа (VIM-1) была впервые обнаружена в Италии 
в 1997 г. у штамма P. aeruginosa, принадлежащего к 
ST227 – однолокусному варианту ST235 [68, 72]. 
Впоследствии штаммы СС235, несущие гены раз-
личных МБЛ в составе разных интегронов, были 
неоднократно выявлены во многих странах мира 
(табл. 10).

Помимо этого, в Турции, а затем и в Европе – 
Польше, Венгрии, Сербии, Франции, Испании 
и Бельгии была выявлена широкая циркуляция 
госпитальных штаммов ST235, продуцирующих 

трех генетически и эпидемиологически родствен-
ных изолятов P. aeruginosa отмечена продукция  
IMP-30 – нового варианта IMP-1, отличающе-
гося заменой одной аминокислоты (Glu59/Lys). 
МБЛ других типов у P. aeruginosa обнаружены 
не были. В другом отечественном исследовании у 
31 (68,9%) из 45 карбапенеморезистентных изо-
лятов P. aeruginosa, выделенных в 9 городах РФ, с 
помощью ПЦР были выявлены гены VIM-1 МБЛ, 
причем в 25 (55,6%) случаях в сочетании с VIM-2 
[66]. Тем не менее, анализ последовательностей 
ПЦР-праймеров, использованных в данной работе 
для амплификации внутреннего фрагмента гена 
blaVIM-1, позволяет заключить, что данные прай-
меры не являются специфичными для опреде-
ленного субтипа blaVIM, и, следовательно, вывод 
о широком распространении VIM-1 у P. aerugi-
nosa в России также не является достоверным. 
Преимущественное распространение VIM-2 под-
тверждается, помимо наших данных, и результата-
ми исследования М.В. Кузнецовой и соавт., прове-
денного в Перми в 2008–2009 гг. [67].

Результаты MLVA и MLST типирования сви-
детельствуют о преимущественно клональном 

Таблица 10. Случаи обнаружения МБЛ-продуцирующих штаммов P. aeruginosa СС235 в различных 
странах (по данным литературы)

Страна 
(год выделения)

Сиквенс-
тип

МБЛ-кодирующий 
интегрон Комментарий Ссылка

Италия 
(1997–2003)

ST227 VIM-1 (In70.2, In80, 
In107, In110, In85)

Нозокомиальные вспышки в 
нескольких стационарах

[39, 68]

Греция 
(2002)

ST230 VIM-4 (In118) Спорадические случаи [68]

Швеция 
(2001)

ST230 VIM-4 (In114) Импортирование из Греции [68]

Норвегия 
(2006)

ST235 VIM-4 Импортирование из Кипра [73]

Венгрия 
(2005–2006)

ST235 VIM-4 Спорадические случаи [74]

Сербия 
(2007)

ST235 VIM-2 Единичный изолят [75]

Испания 
(2005–2008)

ST235 VIM-13 Спорадические случаи [76]

Япония 
(2004–2006; 2009–2010)

ST235 IMP-1 (In113) Доминирующий МБЛ(+) клон  
во многих стационарах

[77, 78]

Бельгия 
(2004–2008)

ST235 VIM-2, -4 Множественные случаи [79]

Сингапур 
(2008)

ST235, 
ST745

VIM-2, IMP-1, -7 Спорадические случаи [80]

Бразилия 
(2000–04)

ST235 SPM-1 Единичный изолят [17]

Южная Корея 
(2011)

ST235 IMP-6 Доминирующий МБЛ(+) клон  
во многих стационарах

[81]

Хорватия 
(2001–2007)

ST235 VIM-2 Спорадические случаи [82]
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самостоятельной транспозиции [89]. Интересно 
отметить, что в рамках проведенного исследования 
нами были выявлены два случая вероятной переда-
чи гена blaVIM-2 в составе Tn5090-ассоциированного 
интегрона от штаммов ST235 штаммам других сик-
венс-типов: ST234 и ST244, последний из которых 
также известен как международный эпидемический 
клон [69, 86, 90]. Таким образом, ST235 является не 
только основным резервуаром, но и донором генов 
МБЛ для штаммов P. aeruginosa других генетиче-
ских групп.

В заключение следует отметить, что распростра-
нение МБЛ-продуцирующих штаммов P. aeruginosa 
в стационарах России и соседних государств при-
няло масштабы наднациональной катастрофы. 
Ассоциированная резистентность к антибиотикам 
всех классов, за исключением полимиксинов, край-
не ограничивает возможности терапии инфекций, 
вызванных такими штаммами. Особенно настора-
живающим является факт появления отдельных 
штаммов P. aeruginosa ST235, устойчивых к поли-
миксину Е (колистину). В этой ситуации своевре-
менная микробиологическая диагностика и строгое 
соблюдение мер инфекционного контроля в стаци-
онарах являются единственным путём сдержива-
ния распространения МБЛ.

БЛРС: PER-1, OXA-17, -19, -28, BEL-1, GES-1 
и карбапенемазы класса A: GES-5 [79, 83–88]. В 
Бельгии, Чехии и Франции ST235 был описан 
как доминирующий или один из основных поли-
резистентных клонов P. aeruginosa [70, 79, 83], а 
недавнее исследование M. Maatallah et al. выявило 
эпидемическое распространение СС235 по всему 
Средиземноморскому региону [69].

Четыре из пяти описанных нами типов МБЛ-
кодирующих интегронов P. aeruginosa были выяв-
лены у штаммов ST235, что еще раз доказывает 
исключительную способность штаммов данной 
генетической линии к формированию антибиоти-
корезистентности за счет независимого приобре-
тения генов. В то же время, явное доминирование 
одного из интегронов (GenBank Acc. № DQ522233) 
среди изолятов ST235 является дополнительным 
подтверждением преимущественно клонально-
го механизма распространения МБЛ в России, 
Беларуси и Казахстане. Идентичные или близкие 
по структуре VIM-2 кодирующие интегроны были 
выявлены у штаммов P. aeruginosa в нескольких 
странах: США, Тайване, Норвегии и Индии [33–35, 
89]. Данные интегроны являются частью Tn5090/
Tn402-подобных транспозонов, которые содержат 
полный набор генов (tniA-C), необходимых для 
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