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Цель. Определить распространенность устойчивости к антибиотикам, частоту продукции приобре-
тенных карбапенемаз, генотипы и принадлежность к «международным клонам высокого риска» но-
зокомиальных штаммов Pseudomonas aeruginosa, выделенных в различных регионах России в рам-
ках многоцентрового эпидемиологического исследования «МАРАФОН 2015–2016». 
Материалы и методы. Всего исследовано 1006 неповторяющихся изолятов P. aeruginosa, выделен-
ных в 44 стационарах 25 городов России в 2015–2016 гг. Видовую идентификацию изолятов про-
водили методом MALDI-TOF масс-спектрометрии. Определение чувствительности к антибиотикам 
выполняли методом микроразведений в бульоне в соответствии со стандартом ISO 20776-1:2006, 

Оригинальная статья
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результаты интерпретировали на основании пограничных значений МПК, рекомендованных 
EUCAST, версия 9.0. Наличие генов приобретенных карбапенемаз групп VIM, IMP, NDM, GES-2 и 
GES-5 определяли с помощью ПЦР в реальном времени. Субвидовое типирование изолятов прово-
дили на основании идентификации однонуклеотидных полиморфизмов в 7 хромосомных локусах, ис-
пользуемых в существующих схемах мультилокусного секвенирования-типирования (MLST). 
Результаты. Доля P. aeruginosa среди всех бактериальных возбудителей, выделенных в рамках ис-
следования «МАРАФОН 2015–2016», составила 17,4%. Частота устойчивости к антибиотикам со-
ставила (в порядке убывания in vitro активности): к колистину – 1,4%, азтреонаму – 41,5%, цеф-
тазидиму/авибактаму – 41,6%, амикацину – 47,7%, цефепиму – 51,5%, тобрамицину – 54,2%, 
меропенему – 55,5%, гентамицину – 56,3%, цефтазидиму – 56,8%, пиперациллину/тазобактаму – 
62,0%, ципрофлоксацину – 63,3%, пиперациллину -65,2%, имипенему – 67,5% и тикарциллину/
клавуланату – 97,6%. У 35% изолятов выявлены гены приобретенных карбапенемаз: металло-бе-
та-лактамаз (МБЛ) групп VIM (30,5%) и IMP (0,3%) и сериновых карбапенемаз группы GES-5 (4,2%). 
Продуценты МБЛ проявляли высокую устойчивость ко всем антибиотикам, кроме азтреонама (49%) 
и полимиксинов (0%); продуценты GES-5 – к большинству препаратов, кроме азтреонама (4,8%), 
цефтазидима/авибактама (11,9%) и полимиксинов (0%). Карбапенемазопродуцирующие штаммы 
относились в основном к «международным клонам высокого риска»: CC235 (76,3%) и CC654 
(21%). У всех изолятов СС235 выявлено наличие специфического аллельного варианта гена, ко-
дирующего секретируемую A2 фосфолипазу ExoU – основной фактор вирулентности P. aeruginosa.
Выводы. Результаты проведенного исследования свидетельствуют о росте устойчивости нозокоми-
альных штаммов P. aeruginosa к большинству антибиотиков, включая карбапенемы, и увеличении 
частоты продукции карбапенемаз. Основной причиной роста резистентности является распростра-
нение клонов «высокого риска».

Antimicrobial resistance, carbapenemase production and genotypes of 
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Objectives. To assess the rates of antibiotic resistance, production of acquired carbapenemases, genotypes 
and prevalence of «international high-risk clones» among nosocomial strains of Pseudomonas aeruginosa 
isolated in various regions of Russia within the «MARATHON 2015–2016» study.
Materials and methods. A total of 1006 non-duplicate nosocomial isolates of P. aeruginosa collected in 
44 hospitals from 25 cities in Russia in 2015–2016 were studied. Species identification of isolates was 
performed by means of MALDI-TOF mass-spectrometry. Antimicrobial susceptibility was determined using 
broth microdilution method according to ISO 20776-1:2006 and interpreted using EUCAST MIC clinical 
breakpoints v.9.0. The presence of acquired carbapenemase genes of VIM, IMP, NDM, GES-2 and GES-5 
groups was determined using real-time PCR. Genotyping of isolates was performed by analysis of selected 
single nucleotide polymorphisms in 7 chromosomal loci used for multi-locus sequence typing (MLST) of 
this species. 
Results. P. aeruginosa comprised of 17.4% of all bacterial pathogens isolated within the «MARATHON 
2015–2016» study. The resistance rates to antibiotics were (in decreasing order of in vitro activity): 
1.4% to colistin, 41.5% to aztreonam, 41.6% to ceftazidime/avibactam, 47.7% to amikacin, 51.5% 
to cefepime, 54.2% to tobramycin, 55.5% to meropenem, 56.3% to gentamicin, 56.8% to ceftazidime, 
62.0% to piperacillin/tazobactam, 63.3% to ciprofloxacin, 65.2% to piperacillin, 67.5% to imipenem, 
and 97,6% to ticarcillin/clavulanic acid. Acquired carbapenemase genes were detected in 35% of the 
isolates including those for metallo-β-lactamases of VIM- (30.5%) and IMP-type (0.3%) and for GES-5-like 
serine carbapenemases. MBL producers were highly resistant to all antibiotics except for aztreonam (49%) 
and polymyxins (0%); GES-5-producers were resistant to most antibiotics except for aztreonam (4.8%), 
ceftazidime/avibactam (11.9%) and polymyxins (0%). The majority of carbapenemase producing strains 
belonged to the international “high-risk” CC235 (76.3%) and CC654 (21%) clones. All CC235 isolates 
revealed the presence of specific variant of the gene encoding secreted phospholipase A2, ExoU, which 
is a major virulence factor of P. aeruginosa.
Conclusions. The results of this study indicate an increase in resistance rates to most antibiotics, including 
carbapenems, and in prevalence of carbapenemase production in nosocomial strains of P. aeruginosa. This 
can be largely attributed to the expansion of “high-risk” clones.
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Введение

Pseudomonas aeruginosa – один из наиболее распро-
страненных возбудителей нозокомиальных инфекций.  
На протяжении ряда лет он остается одним из ведущих 
патогенов в России [1–5]: доля изолятов этого микроор-
ганизма (n = 1006) среди всех бактериальных возбуди-
телей нозокомиальных инфекций (n = 5783), выделенных 
в рамках исследования «МАРАФОН» в 2015–2016 гг., 
составила 17,4%, он был вторым по частоте встречае-
мости видом после Klebsiella pneumoniae.

P.  aeruginosa обладает низкой природной чувстви-
тельностью к большинству бета-лактамных антибиоти-
ков, включая пенициллины и цефалоспорины, по сравне-
нию с представителями порядка Enterobacterales, в связи 
с чем для лечения синегнойных инфекций обычно ис-
пользуются карбапенемы (кроме эртапенема) [6]. Кроме 
того, отмечаемый в последнее время во многих стра-
нах рост приобретенной устойчивости к карбапенемам 
и антимикробным препаратам (АМП) других групп опре-
деляет необходимость осуществления регулярного мо-

ниторинга чувствительности нозокомиальных штаммов 
P. aeruginosa и коррекции стратегии терапии вызывае-
мых ими инфекций [6, 7].

Материалы и методы исследования

Источники бактериальных изолятов. В исследо-
вание включены клинические изоляты P.  aeruginosa 
(n  =  1006), собранные в рамках многоцентрового 
эпидемиологического исследования антибиотикорези-
стентности возбудителей нозокомиальных инфекций 
(«МАРАФОН») в 44 стационарах 25 городов России 
(Архангельск, Благовещенск, Воронеж, Екатеринбург, 
Ижевск, Казань, Краснодар, Москва, Мурманск, 
Набережные Челны, Новосибирск, Омск, Пенза, Пермь, 
Петрозаводск, Ростов-на-Дону, Санкт-Петербург, 
Северск, Смоленск, Тольятти, Томск, Тюмень, Улан-Удэ, 
Челябинск и Якутск) с января 2015 г. по декабрь 2016 г. 
Выделение и первичная идентификация бактериальных 
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изолятов проводились в локальных клинических микро-
биологических лабораториях центров-участников иссле-
дования. Все включенные в исследование изоляты были 
расценены как нозокомиальные с учетом: 1) их вероят-
ной этиологической значимости в развитии определен-
ной инфекции и 2) соответствия формальным критериям 
нозокомиальной инфекции – инфекции, развившейся у 
пациента не менее чем через 48 ч. после госпитализа-
ции, не находившейся в инкубационном периоде или 
явившейся следствием предшествующей госпитализа-
ции. Распределение исследованных изолятов в соответ-
ствии с источником их выделения и локализацией инфек-
ции представлено на Рисунке 1. Окончательная видовая 
идентификация изолятов и определение их чувствитель-
ности к АМП проводились в центральной лаборатории 
НИИ антимикробной химиотерапии (НИИАХ) ФГБОУ ВО 
СГМУ Минздрава России (Смоленск).

Видовая идентификация и хранение изолятов. Все 
исследованные изоляты были идентифицированы до 
вида методом матрично-ассоциированной лазерной 
десорбции/ионизации – времяпролетной масс-спек-
трометрии (MALDI-TOF MS) с использованием системы 
Microflex LT и программного обеспечения MALDI Biotyper 
Compass v.4.1.80 (Bruker Daltonics, Германия). В каче-
стве критерия надежной видовой идентификации ис-
пользовали рекомендуемые значения Score ≥  2,0. До 
проведения анализа изоляты хранили при температуре 
-70°С в триптиказо-соевом бульоне с добавлением 30% 
глицерина.

Определение чувствительности к АМП. Опреде
ление чувствительности ко всем АМП, кроме фосфоми-
цина, проводили методом микроразведений в бульоне 
Мюллера – Хинтон (Oxoid, Великобритания) в соответ-
ствии со стандартом ISO 20776-1:2006 / ГОСТ Р ИСО 
20776-1-2010 [8, 9]. Чувствительность к фосфомицину 
определяли методом разведений в агаре в соответствии 
с рекомендациями Европейского комитета по опреде-
лению чувствительности к антимикробным препаратам 
(EUCAST), версия 9.0 [10]. Клинические категории чув-
ствительности изолятов к АМП определяли на основа-
нии пограничных значений минимальных подавляющих 
концентраций (МПК), установленных EUCAST, версия 
9.0 [10]. Для контроля качества определения чувстви-
тельности использовали следующие штаммы: E.  coli 
ATCC®25922, E. coli ATCC®35218 и P.  aeruginosa 
ATCC®27853. Анализ результатов определения чув-

ствительности к АМП проводился с помощью онлайн 
платформы AMRcloud (http://amrcloud.net/).

Выявление карбапенемаз. Наличие генов наибо-
лее распространенных у P.  aeruginosa приобретен-
ных металло-бета-лактамаз (МБЛ) групп VIM и IMP, а 
также NDM определяли методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени с использованием коммерческих наборов 
«АмплиСенс® MDR MBL-FL» (ФБУН Центральный НИИ 
эпидемиологии Роспотребнадзора, Россия). Выявление 
и дифференциацию бета-лактамаз расширенного спек-
тра (БЛРС) группы GES (GES-1-подобных БЛРС, содер-
жащих аминокислотный остаток Gly170) и GES кар-
бапенемаз (GES-2- и GES-5-группы, несущих замены 
Asn170 и Ser170) проводили путем детекции соответ-
ствующих нуклеотидных полиморфизмов в позициях 
493 и 494 генов blaGES с помощью метода ПЦР в реаль-
ном времени и анализа кривых плавления зонда [11]. 
Для амплификации применяли систему ПЦР в реальном 
времени DTPrime 5X1 (ДНК-Технология, Россия). В каче-
стве положительных контролей использовали штаммы 
P. aeruginosa и K. pneumoniae из коллекции НИИАХ, про-
дуцирующие известные карбапенемазы перечисленных 
групп. Фенотипическая экспрессия карбапенемаз оце-
нивалась с помощью метода инактивации карбапенемов 
(Carbapenem Inactivation Method, CIM) [12]. Результаты 
оценки чувствительности к АМП и определения генов 
карбапенемаз различных типов введены в онлайн базу 
данных AMRmap [13].

Детекция генов A2 фосфолипазы ExoU. Выявление 
генов exoU, кодирующих секретируемую A2 фос-
фолипазу ExoU – основной фактор вирулентности 
P. aeruginosa, и дифференциацию известных вариантов 
данного фермента (Leu/Pro-447) проводили путем детек-
ции соответствующей нуклеотидной транзиции (1340-
T/C) в гене exoU с помощью ПЦР-РВ и анализа кри-
вых плавления зонда [14]. В качестве положительных 
контролей использовали штаммы P. aeruginosa ST235 
ExoU+(Leu-447) и ST253 ExoU+(Pro-447) из коллекции 
НИИАХ.

Молекулярно-генетическое типирование. Для 
оценки генетического разнообразия штаммов 
P. aeruginosa использовали метод SNP-типирования, ос-
нованный на анализе однонуклеотидных полиморфиз-
мов (SNP) в 7 хромосомных локусах (acsA, aroE, guaA, 
mutL, nuoD, ppsA и trpE), используемых в существую-
щей схеме мультилокусного секвенирования-типиро-
вания (MLST) P.  aeruginosa [15]. Метод обеспечивает 
возможность высокопроизводительного типирования 
изолятов и определения их принадлежности к извест-
ным сиквенс-типам (ST) и клональным комплексам (CC), 
включая так называемые «международные клоны высо-
кого риска». Детекцию SNP в указанных локусах про-
водили с помощью аллель-специфичной ПЦР в режиме 
реального времени с универсальными флуорогенными 
праймерами (AmpliFluor). Для подготовки и проведения 
ПЦР в формате 384-луночных планшет использовали си-
стему QIAgility (QIAGEN, Германия) и DTPrime 5X1 (ДНК-
Технология, Россия). Штаммы P.  aeruginosa известных 
сиквенс-типов из коллекции НИИАХ были использованы 
в качестве контролей. Кластерный анализ SNP профи-
лей осуществляли с помощью онлайн ресурса SNPTPa 

Рисунок 1. Распределение нозокомиальных изолятов P. aeruginosa 
(n = 1006) в зависимости от локализации инфекции
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(http://snpt.antibiotic.ru) [14] и программы PHYLOViZ 2 
(http://www.phyloviz.net). Результаты типирования всех 
изолятов введены в онлайн базу данных SNPTPa.

Результаты и обсуждение

Результаты оценки чувствительности к АМП нозо-
комиальных изолятов P.  aeruginosa представлены в 
Таблицах 1–3. Ввиду отсутствия критериев EUCAST для 
определения клинических категорий чувствительности 
Pseudomonas  spp. к отдельным препаратам (дорипе-
нему, азтреонаму/авибактаму, фосфомицину и полимик-
сину Б), которые могут быть использованы для лечения 
инфекций, вызванных P. aeruginosa, в соответствующих 
таблицах представлены только данные по распределе-
нию МПК перечисленных антибиотиков.

Большинство изолятов P. aeruginosa проявляли вы-
сокие уровни устойчивости к ингибиторозащищенным 
пенициллинам – тикарциллину/клавуланату (97,6%) и 
пиперациллину/тазобактаму (62,0%). Резистентность 
к антисинегнойным цефалоспоринам – цефтазидиму и 
цефепиму – проявляли соответственно 56,8% и 51,5% 
изолятов. Устойчивость к цефтазидиму/авибактаму вы-
явлена у 41.6% изолятов. Согласно новым критериям 
EUCAST, 41,5% изолятов были резистентны к азтрео-
наму. Значения МПК50 и МПК90 для комбинации азтрео-
нам/авибактам составили 16 и 32 мг/л соответственно. 
Резистентность к карбапенемам – меропенему и имипе-
нему – проявляли соответственно 55,5% и 67,5% изо-
лятов. Значения МПК дорипенема превышали уровень 
эпидемиологической точки отсечения (ECOFF, ≥ 1 мг/л) 
у 72,5% изолятов. Среди не-бета-лактамных антибио-
тиков наиболее высокий уровень резистентности от-
мечен для ципрофлоксацина (63,3%). Резистентность 
к аминогликозидам – гентамицину, тобрамицину и ами-
кацину – проявляли соответственно 56,3%, 54,2% и 
47,7% изолятов. Наиболее активными in vitro были по-
лимиксины. К колистину были устойчивы только 1,4% 
изолятов. В целом была отмечена высокая корреляция 
между чувствительностью к колистину и полимиксину B, 
при этом для последнего препарата были выявлены бо-
лее низкие значения МПК50 и МПК90 (0,25 и 1 мг/л в 
сравнении с 1 и 2 мг/л соответственно). Значения МПК 
фосфомицина превышали уровень ECOFF (128 мг/л) у 
26,2% изолятов.

У 352 (35,0%) изолятов выявлено наличие генов 
приобретенных карбапенемаз, среди которых обнару-
жены МБЛ групп VIM (30,5%) и IMP (0,3%), а также 
сериновые карбапенемазы группы GES-5 (4,2%). 
Подавляющее большинство изолятов, несущих гены 
МБЛ, проявляли высокую устойчивость ко всем анти-
синегнойным пенициллинам, цефалоспоринам и кар-
бапенемам (97–100%), а также к аминогликозидам 
(90–98%) и ципрофлоксацину (99%), что указывает 
на наличие множественных дополнительных факто-
ров резистентности (Таблица 2). Лишь у 7 (2,3%) изо-
лятов, несущих гены blaVIM, значения МПК цефипима 
(4–8  мг/л) соответствовали категории «чувствитель-
ный», при этом фенотипическая экспрессия МБЛ с по-
мощью CIM-теста выявлена не была. 49,0% продуцен-
тов МБЛ были резистентны к азтреонаму. Комбинация с 

авибактамом значимо не снижала МПК азтреонама для 
продуцентов МБЛ (соответствующие значения МПК50 и 
МПК90 составили 32 мг/л), вероятно, вследствие нали-
чия сочетанных механизмов эффлюкса [16]. Штаммы, 
несущие гены сериновых карбапенемаз группы GES-5, 
также проявляли высокую устойчивость (90,5–100%) 
к антисинегнойным пенициллинам, карбапенемам, ами-
ногликозидам и ципрофлоксацину (Таблица 3). 52,4%, 
19,1% и 4,8% GES-5-продуцирующих изолятов были 
резистентны к цефтазидиму, цефипиму и азтреонаму 
соответственно. Авибактам снижал долю устойчивых 
к цефтазидиму продуцентов GES-5 до 11,9%, однако 
значимо не влиял на уровень резистентности к азтрео-
наму (значения МПК50 и МПК90 составляли 8 и 16 мг/л). 
Все карбапенемазопродуцирующие изоляты были чув-
ствительны к колистину. Сравнение полученных резуль-
татов оценки чувствительности к карбапенемам и рас-
пространенности приобретенных карбапенемаз среди 
нозокомиальных штаммов P. aeruginosa, выделенных в 
рамках исследования «МАРАФОН» в 2015–2016 гг., 
с аналогичными показателями для штаммов, собран-
ных в 2013–2014 гг. [17], свидетельствует о значи-
мом увеличении частоты устойчивости к меропенему 
(p  =  0,0001) и продукции карбапенемаз групп VIM 
(p = 0,0001) и GES-5 (p = 0,0032) (Рисунок 2).

Молекулярно-генетическое типирование позволило 
отнести 602 исследованных изолята P.  aeruginosa из 
20 городов РФ к 118 различным генотипам и 83 кло-
нальным группам (генетическим кластерам, объеди-
няющим штаммы родственных генотипов) (Рисунок  3). 
Одновременное распространение множества различ-
ных генотипов наблюдалось во всех городах, однако 

Рисунок 2. Динамика резистентности к карбапенемам (A)  
и продукции карбапенемаз (B) у нозокомиальных 
штаммов P. aeruginosa в России по данным 
исследований «МАРАФОН» в 2013–2014 гг.  
и 2015–2016 гг., %
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Рисунок 3. Генетическое разнообразие штаммов P. aeruginosa, выделенных в рамках исследования «МАРАФОН 2015–2016». 
Распределение генов карбапенемаз (A) и вариантов ExoU (B) среди штаммов различных генотипов

		  Иерархический кластерный анализ SNP-профилей (метод полной связи); горизонтальные прямоугольники соответствуют 
различным генотипам; длина прямоугольников пропорциональна количеству изолятов; доминирующие клональные группы 
выделены пунктирными линиями.

наибольшее разнообразие штаммов было выявлено в 
стационарах крупных городов (32  генотипа в Москве, 
20 – в Улан-Удэ, по 17 – в Санкт-Петербурге и Пензе). 
Несмотря на значительное разнообразие циркулиру-
ющих штаммов, отмечено преобладание штаммов не-
скольких клональных групп в первую очередь CC235 
(SNP-тип 510, 30,6% изолятов из 20 городов), а также 
CC244 (SNP-тип  96, 8,1% изолятов из 10  городов), 
CC654 (SNP-типы 106 и 1095, 6,8% изолятов из 9 го-
родов), CC245 (SNP-типы  452 и 461, 6,1%  изолятов 
из 3 городов), CC234 (SNP-тип 187, 4,0% изолятов из 
5  городов) и CC357 (SNP-тип 772, 3,8%  изолятов из 
5 городов).

Гены МБЛ группы VIM были выявлены у изолятов 
6  генотипов, относящихся преимущественно к CC235 
(74%) и CC654 (23,1%), а также у единичных изолятов 
CC244, CC313 (SNP-тип 774) и CC111 (SNP-тип 90). 
Гены сериновых карбапенемаз группы GES-5 выявлены 
только у изолятов CC235 (Рисунок 3A). Таким образом, 
рост устойчивости к карбапенемам в популяции нозоко-
миальных штаммов P.  aeruginosa в 2015–2016 гг. об-
условлен в основном распространением карбапенема-
зопродуцирующих штаммов CC235 и CC654. CC235, 
включая «центральный» сиквенс-тип – ST235, известен 
как наиболее значимый международный клон «высокого 
риска», широкое распространение которого описано 
в России и большинстве стран мира [18–21]. CC654 

(ST654) представляет собой новый эпидемический клон, 
ранее обнаруженный в других странах: Великобритании, 
Швеции, Северной Америке, Сингапуре, Польше и 
Аргентине [22–28]. ST654 был также описан недавно 
как один из доминирующих генотипов карбапенемазо-
продуцирующих штаммов P. aeruginosa, выделенных в 
двух детских стационарах г. Москвы [29].

Исследование нозокомиальных изолятов P.  aerugi­
nosa на наличие генов секретируемой A2 фосфолипазы 
ExoU – основного фактора патогенности P. aeruginosa 
[30, 31] выявило его присутствие у 41,9% изоля-
тов, относящихся к 21 генотипу (Рисунок 3B). Вариант 
ExoU(Pro-447) был обнаружен у 11,3% изолятов, при-
надлежащих к 20 различным генотипам, тогда как вари-
ант ExoU(Leu‑447) определен у 30,6% изолятов и строго 
коррелировал с генотипом CC235. Полученные данные 
о наличии ассоциации генотипа СС235 с определен-
ным вариантом ExoU полностью согласуются с резуль-
татами in silico анализа доступных геномных последо-
вательностей штаммов CC235 и данными публикаций, 
свидетельствующих о наличии у штаммов данной гене-
тической линии острова патогенности ExoU Island A, не-
сущего определенный аллельный вариант exoU [21, 32]. 
Таким образом, аллель exoU(T-1340), соответствующий 
варианту ExoU(Leu‑447), может рассматриваться как 
специфический биомаркер для быстрой идентификации 
СС235. 
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Заключение

P. aeruginosa остается одним из ведущих возбудите-
лей нозокомиальных инфекций в России, уступая по ча-
стоте только Klebsiella pneumoniae. По сравнению с 
предшествующим этапом исследования «МАРАФОН» 
в 2015–2016 гг. отмечается рост устойчивости нозоко-
миальных штаммов P. aeruginosa к большинству АМП, 
включая карбапенемы, и увеличение частоты продук-
ции карбапенемаз главным образом МБЛ группы VIM и 
сериновых карбапенемаз группы GES-5. Большинство 
штаммов, продуцирующих эти ферменты, принадлежат к 

СС235, однако в последнее время наблюдается распро-
странение VIM среди штаммов других генотипов, включая 
СС654. Для МБЛ-продуцирующих штаммов характерна 
устойчивость к большинству АМП кроме полимиксинов. 
В отношении других штаммов, включая продуцентов GES 
карбапенемаз, наиболее активными среди протестиро-
ванных бета-лактамных антибиотиков были азтреонам и 
цефтазидим/авибактам. Среди препаратов других групп, 
которые используются для комбинированной терапии си-
негнойной инфекции, высокую активность in vitro в отно-
шении всех штаммов, в том числе продуцентов серино-
вых карбапенемаз и МБЛ, проявляли полимиксины.
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