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Формирование устойчивости к антимикробным препаратам у представителей энтеробактерий и неферментирующих 
грамотрицательных бактерий является серьезной проблемой для отечественных и зарубежных систем здравоохране-
ния. Изучение механизмов формирования антибиотикорезистентности является одним из подходов к сдерживанию 
дальнейшего увеличения количества устойчивых к антибиотикам штаммов микроорганизмов. 
Цель исследования: изучить молекулярные механизмы антибиотикорезистентности штаммов Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumanii, Escherichia coli и типировать выявленные генетические детерминанты устойчивости к антибиотикам. 
Результаты. Проведенный анализ нуклеотидной последовательности гена blaNDM штамма, выделенного в 2021 г. в 
Екатеринбурге, задепонированной в международной базе генетической информации GeneBank под номером 
ON023485, показал ее принадлежность к самому распространенному варианту NDM-1. Молекулярно-генетический 
анализ позволил установить, что 6 из 10 генов blaСТХ-М принадлежали варианту blaСТХ-М-15. Другие последовательности 
относились к blaСТХ-М-14. 
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The development of resistance to antimicrobial drugs in representatives of enterobacteriaceae and non-fermenting gram-
negative bacteria is a serious problem for healthcare systems around the world. Studying the mechanisms of antibiotic 
resistance formation is one of the approaches to curbing the further increase in the number of antibiotic-resistant strains of 
microorganisms.
Purpose of the study: to study the molecular mechanisms of antibiotic resistance of Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumanii, Escherichia coli strains and to type the identified genetic determinants of antibiotic resistance.
Results. An analysis of the nucleotide sequence of the blaNDM gene of the strain isolated in 2021 in Yekaterinburg, deposited 
in the international genetic information database GeneBank under the number ON023485, showed that it belongs to the most 
common variant of NDM-1. Molecular genetic analysis revealed that 6 out of 10 blaCTX-M genes belonged to the blaCTX-M-15 
variant. Other sequences belonged to blaCTX-M-14.
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А
нтибиотики (АБ) группы карбапенемов являются 

резервными препаратами антибиотикотерапии, 

используемыми чаще всего в реанимационных, ожоговых, 

неврологических, хирургических и других отделениях с 

целью эрадикации антибиотикорезистентных возбудителей 

инфекционных заболеваний. Формирование устойчивости к 

АБ у представителей энтеробактерий и неферментирующих 

грамотрицательных бактерий является серьезной пробле-

мой для отечественных и зарубежных систем здравоохране-

ния [1–3]. 

Антибиотикорезистентность бактерий к препаратам раз-

личных групп обусловлена реализацией одного (изменение 

мишени) или нескольких механизмов (выработка ферментов 

и уменьшение проницаемости клеточной стенки за счет из-

менения пространственной конфигурации поринового 

белка) [4]. Одним из самых распространенных механизмов 

является способность бактерий продуцировать ферменты, в 

частности β-лактамазы и карбапенемазы. 

Среди генов β-лактамаз ген blaCTX-M, определяющий син-

тез цефотаксимаз, является наиболее распространенным. 

Он доминирует среди детектируемых генов у представите-

лей семейства Enterobacteriaceae в Индии [5], России, стра-

нах Европы и Америки [6]. В статье K.Alcedo et al. указано на 

значительное увеличение носительства генов β-лактамаз 

расширенного спектра действия (БЛРС), в частности blaCTX-M 

среди штаммов Escherichia coli в кишечнике клинически здо-

ровых детей сельской местности Перу. Доля описанных 

штаммов в 2002 г. составляла 0,1%, а в 2022 г. превысила 

50% [7].

Карабапенемазы функционально разделены на две груп-

пы – серинзависимые (blaKPC, blaOXA-48) и металло-β-лактамазы 

(blaVIM, blaIPM и blaNDM). Металло-β-лактамаза Нью-Дели 

(NDM) – это новейшая карбапенемаза, которая гидролизует 

все β-лактамные антибиотики, кроме монобактамов (азтре-

онам). В настоящее время выделяют несколько групп этого 

фермента, отличающихся друг от друга аминокислотными 

заменами [8]. Бактериальные штаммы, продуцирующие ген 

blaNDM-5, были выделены в Китае из мокроты пациента [9] и из 

водных объектов окружающей среды, что подтверждает их 

широкое распространение за пределами лечебных учрежде-

ний [10]. 

Ген blaOXA-48 кодирует ферменты, называемые оксацилли-

назами или OXA-β-лактамазами из-за их способности гидро-

лизовать оксациллин. Эти ферменты были впервые обнару-

жены в 1960–1970-х гг. Они активно разрушали пенициллин 

и оксациллин. Затем были описаны варианты ОХА-β-

лактамазы, которые инактивировали другую группу анти-

биотиков – цефалоспорины и карбапенемы. В настоящее 

время описано более 750 вариантов OXA-β-лактамаз, среди 

которых OXA-48 является самой распространенной [11]. При 

исследовании, проведенном в Москве, установлено, что 

blaOXA-48 доминировал среди штаммов Klebsiella 

pneumoniae и выявлялся в 47,1% случаев [12]. В то же время 

показано, что среди штаммов, выделенных в 2012–2014 гг. в 

Северо-Западном медицинском исследовательском центре 

им. В.А.Алмазова (Санкт-Петербург), указанный ген был 

детектирован лишь в 29,0% [13]. Результаты исследования 

Y.Sun et al. демонстрируют возможность быстрого распро-

странения гена blaOXA-48 среди широкого круга хозяев [14]. 

Передача генов, обеспечивающих устойчивость к широ-

кому спектру антибактериальных препаратов, относящихся 

к различным фармакологическим группам, приводит к воз-

никновению штаммов с множественной лекарственной 

устойчивостью, которые часто являются возбудителями но-

зокомиальных инфекций. 

Одним из самых распространенных представителей энте-

робактерий, регистрируемых в качестве этиологического 

агента инфекций, связанных с оказанием медицинской по-

мощи, является K. pneumoniae [5]. В настоящее время в ли-

тературе описано формирование вариантов бактерий, в ко-

торых одновременно выявлены гены антибиотикорезистент-

ности и вирулентности K. pneumoniae. В связи с тем, что ге-

нетические детерминанты этих признаков локализованы в 

плазмидах, существует высокий риск реализации рекомби-

нации и распространения вариантов микроорганизмов с 

множественной лекарственной устойчивостью и большим 

патогенным потенциалом. Такие варианты уже были выде-

лены в крупных лечебных учреждениях на территории 

Российской Федерации [15]. 

Изучение механизмов формирования антибиотикорези-

стентности является одним из подходов к сдерживанию 

дальнейшего увеличения количества устойчивых к АБ штам-

мов.

Цель исследования: изучить молекулярные механизмы 

антибиотикорезистентности штаммов K. pneumoniae, 

Acinetobacter baumanii, Escherichia coli и типировать выяв-

ленные генетические детерминанты устойчивости к анти-

биотикам. 

Материалы и методы

Исследование проводилось в лаборатории иммунологии 

и клинической микробиологии ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава 

России. Штаммы были выделены в период 2019–2021 гг. из 

проб биологического материала пациентов, госпитализиро-

ванных в педиатрические, акушерско-гинекологические от-

деления перинатального центра и в терапевтические отде-

ления ГБЦ №2 г. Екатеринбурга. Краткая характеристика 

штаммов представлена в табл. 1. 

С целью проведения исследования биологический мате-

риал был доставлен в лабораторию в соответствии с СанПин 

3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по 

профилактике инфекционных болезней», утвержденными 

Постановлением Главного Государственного санитарного 

врача РФ №62500 от 15.02.2021. Посев производился на 

дифференциально-диагностическую питательную среду 

Эндо (ФБУН ГНЦ ПМБ, пос. Оболенск, Россия) для выделе-

ния энтеробактерий и на кровяно-сывороточный агар 

(основа-HiMedia, Индия; эритроциты барана, ЗАО «ЭКОлаб»; 

сыворотка крови крупного рогатого скота, ООО «БиолоТ», 

Россия) для определения гемолитической активности выде-

ленных изолятов. Видовую идентификацию чистой культуры 

бактерий, определение антибиотикочувствительности ми-

кроорганизмов проводили на автоматическом бактериоло-

гическом анализаторе VITEK 2 Сompact (Bio Mérieux, 

Франция, входит в перечень оборудования ЦКП «Иннова-

ционный научно-лабораторный центр перинатальной и ре-

продуктивной медицины» ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава 
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России) согласно инструкции производителя с использова-

нием карт VITEK 2 GN (установление вида) и VITEK AST-

N101 и VITEK AST-N360 (определение антибиотикочувстви-

тельности). ДНК бактериальных клеток выделяли из 18-ча-

совой культуры микроорганизмов, выращенной при 37°С с 

помощью набора «Проба-экспресс» (ООО «Синтол») соглас-

но инструкции производителя. Выявление генов blaKPC, 

blaOXA-48, blaVIM, blaIPM и blaNDM осуществляли с помощью набо-

ров реагентов «АмплиСенс® MDR MBL-FL», «АмплиСенс® 

MDR KPC/OXA-48-FL» (производства ООО «ИЛС», Россия). 

Детекцию генов blaCTX-M осуществляли методом полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального времени в 

присутствии интеркалирующего красителя SYBR Green I 

(ООО «Синтол») на детектирующем амплификаторе «ДТ 

Лайт» («ДНК-технология», Россия). Состав реакционной 

смеси представлен следующими компонентами: 2,5х ПЦР 

буфер Б (KCl, ТрисНCl (pH 8,8), 6,25 мМ MgCl2), SynTaq ДНК-

полимераза, дезоксинуклеозидтрифосфаты, глицерол, 

Tween 20; 1 мкл 25мМ MgCl2, 5 мкл dd H2O, по 1 мкл каждого 

праймера и 2 мкл образца ДНК. Режим амплификации: 

первоначальная денатурация проводилась при температуре 

95°C в течение 2 мин, затем следовало 30 циклов: денатура-

ция при температуре 94°C в течение 15 с; отжиг праймеров 

при температуре 58°C для blaCTX 20 с; элонгация при темпе-

ратуре 72°C в течение 30 с; в конце каждого цикла – детек-

ция продуктов амплификации. 

Для последующего секвенирования использовали прай-

меры, указанные в табл. 2.

Секвенирование генов проводили по методу Сенгенра 

[16]. Типирование полученных последовательностей осу-

ществляли с использованием Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST) (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

 Результаты исследования и их обсуждение

Фенотипический профиль резистентности к АБ штаммов 

и генетические детерминанты антибиотикорезистентности 

указаны в табл. 3.

Устойчивость к препаратам резерва проявляли штаммы 

K. pneumoniae 3043 и A. baumannii 205. Другие микроорга-

низмы, включенные в исследование, были чувствительны к 

указанным лекарственным средствам. 

Сочетание генетических детерминант карбапенемаз мо-

лекулярного класса D (OXA-48) и молекулярного класса B 

(NDM), обеспечивающих устойчивость к действию АБ груп-

пы карбапенемов, выявлено в штамме K. pneumoniae. 

Аналогичная комбинация β-лактамаз была определена в 

0,3% случаев (8 штаммов K. pneumoniae) при проведении 

многоцентрового исследования МАРАФОН 2015-2016 [17].

Проведенный анализ нуклеотидной последовательности 

гена blaNDM штамма, выделенного в 2021 г. в Екатеринбурге, 

депонированной в международной базе генетической ин-

формации GeneBank под номером ON023485, показал ее 

принадлежность к самому распространенному варианту 

NDM-1 [18]. Также установлена идентичность с последова-

тельностями, полученными в России в 2012 г. (KC178689) и 

2017 г. (CP072809), локализованными в гибридных плазми-

дах вирулентности и антибиотикорезистентности [15]. 

Четыре из анализируемых штаммов кроме устойчивости 

к β-лактамным антибиотикам проявляли резистентность к 

аминогликозидам (табл. 3). При этом штамм K. pneumoniae 

3043 был резистентен к амикацину, сохраняя чувствитель-

Таблица 1. Характеристика штаммов, включенных в исследование

Table 1. Characteristics of the strains included in the study

№ п/п Вид микроорганизма / 
Type of microorganism

Материал для исследования / 
Material for research

Возраст пациента / 
Patient’s age

Отделение / Department

K. pneumoniae Моча / Urine 68 лет / 68 years old Терапевтическое / Therapeutic

A. baumannii Мокрота / Sputum 37 лет / 37 years Терапевтическое / Therapeutic

K. pneumoniae Отделяемое цервикального канала / 
Cervical discharge

27 лет / 27 years Родовое / Maternity ward

K. pneumoniae Отделяемое цервикального канала / 
Cervical discharge

24 года / 24 years old Послеродовое / Postpartum

K. pneumoniae Фекалии / Feces 19 лет / 19 years Родовое / Maternity ward

K. pneumoniae Фекалии / Feces 17 суток / 17 days Патологии новорожденных / Pathologies of newborns

K. pneumoniae Фекалии / Feces 16 суток / 16 days Патологии новорожденных / Pathologies of newborns

K. pneumoniae Фекалии / Feces 46 суток / 46 days Патологии новорожденных / Pathologies of newborns

K. pneumoniae Фекалии / Feces 46 суток / 46 days Патологии новорожденных / Pathologies of newborns

K. pneumoniae Фекалии / Feces 48 суток / 48 days Патологии новорожденных / Pathologies of newborns

E. coli Фекалии / Feces 9 суток / 9 days Патологии новорожденных / Pathologies of newborns

E. coli Отделяемое цервикального канала / 
Cervical discharge

30 лет / 30 years Патологии беременных / Pathologies of pregnant women

Таблица 2. Последовательности праймеров, используемых 

для секвенирования нуклеотидных последовательностей 

генов 

Table 2. Sequences of primers used for sequencing the nucleotide 
sequences of genes

№ 
п/п

Ген / 
Gene

Праймер / 
Primer

Последовательность нуклеотидов праймера / 
Primer nucleotide sequence

1. blaNDM

NDM-F 5’-GAAGCTGAGCACCGCATTAG-3’

NDM-R 5’-GGGCCGTATGAGTGATTGC-3’

2. blaOXA-48

OXA-48-F 5’-TTGGTGGCATCGATTATCGG-3’

OXA-48-R 5’-GAGCACTTCTTTTGTGATGGC-3’

3. blaCTX-M

CTX-M-F 5’-TTTGCGATGTGCAGTACCAGTAA-3’

CTX-M-R 5’-CTCCGCTGCCGGTTTTATC-3’
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ность к гентамицину, а K. pneumoniae 195, 207, 196, наобо-

рот, сформировали устойчивость к гентамицину, демонстри-

руя чувствительность к амикацину. В 66,7% случаев феноти-

пически установлена устойчивость к ципрофлоксацину из 

группы фторхинолонов и в 50% – к триметоприму/сульфаме-

токсазолу.

В лаборатории ФГБУ «НИИ ОММ» были секвенированы и 

получены нуклеотидные последовательности 10 генов 

blaСТХ-М, детектированных в 2 штаммах E. coli и 8 штаммах 

K. pneumoniae. Штаммы E. coli выделены из отделяемого 

цервикального канала пациентки в возрасте 30 лет, госпита-

лизированной в отделение патологии беременности в 

27 нед. с отягощенным акушерско-гинекологическим анам-

незом, и из фекалий новорожденного ребенка. Другие 8 

штаммов, несущие ген blaCTX-M, представлены K. pneumoniae, 

шесть из которых выделены из фекалий новорожденных 

детей и одной пациентки родового отделения, два – из от-

деляемого цервикального канала.

Проведенный молекулярно-генетический анализ позво-

лил установить, что 6 из 10 генов blaСТХ-М принадлежали ва-

рианту blaСТХ-М-15 (генетическая группа CTX-M-1). Аналогичный 

вариант гена был детектирован в штаммах K. pneumoniae и 

E. coli, колонизирующих кишечник новорожденных детей, 

при проведении обследования 231 новорожденного в пери-

од 2017–2018 гг. в Сербии [19]. Ген blaСТХ-М-15 доминировал 

среди уропатогенных E. coli в Нигерии [20] и преобладал 

среди БЛРС-продуцирующих 24 различных сиквенстипов K. 

pneumoniae в Японии [21]. Другие последовательности при-

надлежали варианту blaСТХ-М-14, кодирующему одну из наибо-

лее часто встречающихся β-лактамаз в России CTX-M-14 

(генетическая группа CTX-M-9) [22].

Факт наличия генов bla-СТХ-М-15 у представителей разных 

видов семейства энтеробактерий свидетельствует о суще-

ствовании реализуемого механизма межвидовой передачи 

генетической информации, что создает предпосылки для 

распространения механизмов формирования антибиотико-

резистентных штаммов и увеличения количества устойчи-

вых к АБ микроорганизмов. 

Заключение 

Таким образом, установлено, что устойчивость 

K. pneumoniae и A. baumannii к АБ из группы карбапенемов 

обеспечена присутствием генов blaNDM-1, blaOXA-48 и blaOXA-48 соот-

ветственно. Генетические детерминанты blaСТХ-М принадлежали 

к распространенным в России blaСТХ-М-15 и blaСТХ-М-14. Штаммы, 

устойчивые к карбапенемам, выявлены в стационарах тера-

певтического профиля для лечения взрослого населения и не 

обнаружены в учреждении родовспоможения. Данный факт 

является благоприятным признаком и позволяет расценивать 

карбапенемы как эффективные препараты резерва в неонато-

логии. Тем не менее необходимо проводить мониторинг цирку-

ляции грамотрицательных бактерий и выявлять механизмы 

резистентности к АБ данной группы с целью обнаружения при 

заносе в стационар и предотвращения внутрибольничного рас-

пространения БЛРС-продуцирующих штаммов среди пациен-

тов перинатальных центров, которые характеризуются ограни-

ченным спектром разрешенных к применению антибактери-

альных препаратов. Перспективным направлением дальней-Т
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Анализ генетических детерминант антибиотикорезистентности blaCTX-M, blaNDM и blaOXA-48, выделенных из штаммов, входящих в группу ESKAPE

Analysis of genetic determinants of antibiotic resistance blaCTX-M, blaNDM и blaOXA-48 isolated from strains included in the ESKAPE group

ших исследований является расширение спектра определяе-

мых генетических детерминант, установление локализации 

генов и выявление других механизмов устойчивости к анти-

бактериальным препаратам. 
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