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Генотипы и носительство металлобеталактамаз среди 
карбапенеморезистентных Pseudomonas aeruginosa, выделенных 
у детей в г. Москве 

Савинова Т.А., Лазарева А.В., Шамина О.В., Крыжановская О.А., Чеботарь И.В., Маянский Н.А.
ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Минздрава России, Москва, Россия 

Цель. Охарактеризовать популяционную структуру и определить молекулярногенетические меха
низмы резистентности к карбапенемам госпитальных штаммов P. aeruginosa, выделенных в Москве 
в 20122016 гг.
Материалы и методы. Карбапенеморезистентные изоляты были выделены в двух педиатрических 
стационарах г. Москвы. Чувствительность изолятов P. aeruginosa к антибактериальным препаратам 
определяли с помощью Етестов и дискодиффузионным методом. Для генотипирования изолятов 
использовали метод мультилокусного сиквенстипирования (МЛСТ). Выявление генов металло бета
лактамаз (МБЛ) проводили методом ПЦР в режиме реального времени.
Результаты. Все исследованные изоляты обладали множественной лекарственной устойчивостью. 
Методом МЛСТ был выявлен 21 уникальный сиквенстип (ST). В структуре популяции доминировали 
представители пяти сиквенстипов (ST111, ST235, ST446, ST654 и ST2592), суммарно составляв
шие 78% выборки карбапенеморезистентных P. aeruginosa. У 50 (57%) исследованных изолятов 
был детектирован ген МБЛ blaVIM2; генов других карбапенемаз, включая blaNDM и blaIMP, выявлено 
не было.
Выводы. Генетическая структура исследованной популяции карбапенеморезистентных P. aeruginosa 
отличается разнообразием неродственных сиквенстипов с доминированием небольшого числа 
международных клонов высокого эпидемического риска, включая ST654, ST111 и ST235. Ведущим 
механизмом резистентности к карбапенемам у исследованных изолятов стала продукция карбапе
немазы типа VIM2. 
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Genotypes and metallobetalactamases carriage in carbapenemresistant 
Pseudomonas aeruginosa isolated from children in Moscow 

Savinova T.A., Lazareva A.V., Shamina O.V., Kryzhanovskaya O.A., Chebotar I.V., Mayanskiy N.A.
National Medical Research Center of Children’s Health, Moscow, Russia

Objective. To characterize the population structure and determine the genetic mechanisms of carbapenem 
resistance in nosocomial isolates of P. aeruginosa collected in Moscow in 20122016.
Materials and methods. Carbapenemresistant isolates were collected in two pediatric hospitals in Moscow. 
Antibiotics susceptibility of P. aeruginosa isolates was assessed using the Etests and diskdiffusion method. 
Multilocus sequence typing (MLST) was used for genotyping of the isolates. The presence of metallobeta
lactamase (MBL) genes was determined using realtime PCR.
Results. All isolates had multidrug resistant phenotype. MLST identified 21 unique sequence types (ST). 
Five sequence types (ST111, ST235, ST446, ST654 and ST2592) prevailed in the population structure, 
composing 78% of the carbapenem resistant P. aeruginosa. 50 (57%) isolates carried blaVIM2 gene; the 
presence of other carbapenemase genes, including blaNDM and blaIMP, was not detected.
Conclusions. The genetic structure of carbapenemresistant P. aeruginosa population is characterized by 
a diversity of unrelated sequencetypes with the predominance of a small number of the high epidemic 
risk international clones: ST654, ST111 and ST235. The main carbapenem resistance mechanism of 
P. aeruginosa isolates was the production of VIM2 carbapenemase.



Металло-бета-лактамазы карбапенеморезистентных P. aeruginosa

Савинова Т.А. и соавт.

371

КМАХ . 2018 . Том 20 . №4 АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬ

Введение

Pseudomonas aeruginosa – широко распространен
ный возбудитель оппортунистических нозокомиальных 
инфекций, в том числе сепсиса, пневмонии, инфекций 
мочевыводящих путей. В настоящее время во всем мире 
растет устойчивость этого патогена к антибактериаль
ным препаратам, в том числе карбапенемам [1]. Рези
стентность P. aeruginosa к этой группе антибиотиков 
может быть связана с нарушением транспорта препа
рата внутрь клетки в результате мутаций, ведущих к по
тере карбапенемспеци фического мембранного порина 
OprD, что нередко сочетается с гиперпродукцией AmpC 
и гиперэкспрессией механизмов активного выведения – 
эффлюксных помп (например, mexABoprM) [2]. Однако 
главную роль в устойчивости к карбапенемам играет 
продукция карбапенемаз, среди которых металлобе
талактамазы (МБЛ), такие как VIM, NDM, IMP, имеют 
наиболее широкое распространение. Ферменты дан
ного класса обладают высокой каталитической актив
ностью и гидролизуют практически все беталактамные 
антибиотики. Особую опасность представляет тот факт, 
что продуцирующие МБЛ гены входят в состав интегро
нов, легко встраивающихся в плазмиды и транспозоны. 
Обмен мобильными генетическими элементами внутри 
популяции одного вида, а также между различными ви
дами бактерий приводит к быстрому распространению 
резистентных штаммов [2, 3].

Целью данной работы было оценить структуру по
пуляции карбапенеморезистентных (КарбаР) изолятов 
P. aeruginosa, выделенных в период 20122016 гг. в 
двух стационарах г. Москвы, и выявить механизмы ре
зистентности к карбапенемам, а именно носительство 
генов МБЛ blaVIM, blaIMP и blaNDM. 

Материалы и методы

Изоляты были выделены в двух педиатрических 
стационарах г. Москвы: НМИЦ здоровья детей Мин
здрава России (С1), НИИ неотложной детской хирур
гии и травматологии Департамента здравоохранения  
г. Москвы (С2). Для определения чувствительности 
изолятов P. aeruginosa к имипенему, меропенему, цеф
тазидиму, цефепиму, амикацину, гентамицину и ципро
флоксацину использовали метод Етестов (BioMerieux, 
Франция),  чувствительность к нетилмицину и тобра

мицину определяли с помощью дискодиффузионного 
метода (BioRad, США). Результаты интерпретировали, 
руководствуясь интерпретационными критериями Евро
пейского комитета по определению чувствительности к 
антимикробным препаратам (EUCAST) [4] и клинически
ми рекомендациями [5]. В качестве контрольного штам
ма использовали P. aeruginosa ATCC 27653. 

Популяционную структуру штаммов P. aeruginosa ха
рактеризовали методом мультилокусного сиквенстипи
рования (МЛСТ), сиквенстипы определяли с использо
ванием базы данных МЛСТ [6].

Гены, кодирующие МБЛ (blaVIM, blaIMP, blaNDM), иден
тифицировали с использованием тестнаборов для ПЦР 
в режиме реального времени «АмплиСенс MDR MBLFL» 
(ЦНИИЭ Роспотребнадзора). Определение типа VIM про
водили методом секвенирования по Сэнгеру с использо
ванием праймеров и условий, описанных ранее [7].

Статистическую обработку результатов проводили 
при помощи программы IBM SPSS Statistics, версия 21. 
Различия в структуре генотипов между двумя стациона
рами оценивали с помощью критерия χ2 и считали ста
тистически значимыми при p<0,05.

Результаты

Всего было исследовано 87 КарбаР изолятов 
P. aeruginosa, которые были резистентны (минимальная 
подавляющая концентрация (МПК) >8 мг/л) к меропе
нему и/или имипенему. Из них 78 (90%) изолятов были 
резистентны к обоим карбапенемам, еще восемь (9%) 
изолятов обладали умеренной устойчивостью к меропе
нему (МПК 48 мг/л) и один (1%) изолят был умерен
но устойчив к имипенему (МПК 8 мг/л). Максимальную 
МПК ≥32 мг/л меропенема и имипенема имели 85 (98%) 
и 78 (90%) изолятов соответственно. Большинство изо
лятов было получено из респираторных образцов (54%), 
меньшую долю имели изоляты, выделенные из стомы/
раны (22%), мочи (16%), крови (6%) и ликвора (2%). Ме
диана возраста пациентовисточников изолятов соста
вила 4,4 года (Р25 11 месяцев, Р75 14,7 лет).

Анализ чувствительности КарбаР P. aeruginosa к 
некарбапенемным антибиотикам показал их высокую 
устойчивость ко всем группам исследованных препа
ратов, включая цефалоспорины, аминогликозиды и 

Таблица 1. Устойчивость КарбаР изолятов P. aeruginosa к некарбапенемным антибиотикам

Антибиотик Резистентность, 
МПК (мг/л)а

МПК50 (мг/л) МПК90 (мг/л) Доля (n) резистентных изолятов

Цефтазидим >8 16 ≥256 67% (58)
Цефепим >8 48 ≥256 85% (74)
Амикацин >16 ≥256 ≥256 89% (77)
Гентамицин >4 ≥256 ≥256 82% (71)
Нетилмицинб – – – 76% (66)
Тобрамицинб – – – 77% (67)
Ципрофлоксацин >1 ≥32 ≥32 77% (67)

а Критерии EUCAST [4].
б Чувствительность определяли с помощью дискодиффузионного метода.
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фторхинолоны (Таблица 1). Наиболее высокая рези
стентность наблюдалась к амикацину, гентамицину и 
цефепиму (>80% устойчивых изолятов). Таким образом, 
все исследованные изоляты обладали множественной 
лекарственной устойчивостью (МЛУ).

Характеристика популяционной структуры КарбаР 
изолятов P. aeruginosa

Все выделенные изоляты были подвергнуты гено
типированию с помощью МЛСТ. Всего был выявлен 
21 уникальный сиквенстип (Таблица 2). В структуре 
с большим отрывом лидировали представители пяти 
сиквенстипов, включая ST111, ST235, ST446, ST654 

и ST2592, которые суммарно составляли 78% выборки 
КарбаР P. aeruginosa; из них самыми распространенны
ми стали ST654 (30%), ST235 (23%) и ST111 (13%) (Таб
лица 2). Оставшиеся 16 сиквенстипов формировали 
22% выборки. 

Популяционная структура КарбаР P. aeruginosa в 
двух исследованных стационарах значимо различалась 
(χ2=46, р=0,001). В стационаре С1 было обнаружено 
7, а в стационаре С2 – 16 различных сиквенстипов. 
Два наиболее распространенных генотипа, ST235 и 
ST654, были представлены в обоих стационарах, тогда 
как ST111 присутствовал только в С1, а уникальным для 
С2 стал ST446; для С1 был эндемичным также ST2592 
(Таблица 3). Одиннадцать из 16 сиквенстипов, обнару
женных в стационаре С2, были представлены единичны
ми изолятами, доля которых в общем числе изолятов из 
С2 составила 25%.

Носительство МБЛкарбапенемаз
У 50 (57%) исследованных изолятов КарбаР 

P. aeruginosa был выявлен ген МБЛ blaVIM (Таблица 3); 
во всех случаях VIMкарбапенемазы относились к типу 
2 (blaVIM2). Носительство других карбапенемаз, вклю
чая blaNDM и blaIMP, обнаружено не было. Продуцента
ми VIM2подобных карбапенемаз были представители 
трех сиквенстипов: ST111, ST235 и ST654. Носителя
ми blaVIM2 были все изоляты ST111 и ST654, а также 
13 (65%) ST235изолятов. В структуре VIM2позитив
ных изолятов лидировал ST654 (52%, 26/50), ST111 
и ST235 занимали долю 22% (11/50) и 26% (13/50) 
соответственно. 

Обсуждение

В настоящей работе мы проанализировали клональ
ную структуру КарбаР изолятов P. aeruginosa, полу
ченных в двух педиатрических стационарах г. Москвы. 
В исследованной популяции отмечалось большое раз

Таблица 2. Распределение генотипов КарбаР изолятов 
P. aeruginosa

ST Число изолятов Доля Накопленный %

654 26 30% 30%

235 20 23% 53%

111 11 13% 66%

2592а 6 7% 72%

446 5 6% 78%

244 2 2% 80%

1211 2 2% 83%

1567 2 2% 85%

Другиеб 13 15% 100%

Итого: 87 100%

Изоляты расположены в порядке убывания частоты встречаемо
сти. Представлены сиквенстипы с частотой ≥2 изолятов.
а Впервые описанный сиквенстип, однолокусный вариант ST357 
(новая аллель aroE). 
б Другие сиквенстипы (n=1): 233, 234, 245, 260, 399, 562, 612, 
644, 1031, 1033, 1930, 2049 и 2757 (впервые описанный сиквенс
тип, новая аллель aroE).

Таблица 3. Распределение КарбаР изолятов P. aeruginosa в соответствии с генотипом, распространенностью в стационарах  
и носительством blaVIM2

ST n (%) Носители blaVIM-2
а С1 С2 рб

654 26 (30%) 26 (100%) 16 (37%) 10 (23%) >0,05

235 20 (23%) 13 (65%) 6 (14%) 14 (32%) 0,048

111 11 (13%) 11 (100%) 11 (26%) 0 <0,001

2592 6 (7%) 0 6 (14%) 0 0,01

446 5 (6%) 0 0 5 (11%) 0,023

244 2 (2%) 0 2 (5%) 0 >0,05

1211 2 (2%) 0 0 2 (5%) >0,05

1567 2 (2%) 0 0 2 (5%) >0,05

Другие 13 (15%) 0 2 (5%)в 11 (25%)г 0,008

Всего 87 (100%) 50 (57%) 43 (100%) 44 (100%)

Представлены сиквенстипы с частотой ≥2. Сиквенстипы расположены в порядке убывания частоты встречаемости. ST – сиквенстип, 
С1 – стационар 1, С2 – стационар 2.
а В скобках указана доля blaVIM2 положительных изолятов от общего числа изолятов соответствующего сиквенстипа.
б Значение р указывает на значимость различий (критерий χ2) между частотой встречаемости соответствующего сиквенстипа в двух 
стационарах; значимые различия выделены жирным шрифтом. 
в Всего два сиквенстипа: ST234, ST1930; каждый представлен одним изолятом.
г Всего 11 сиквенстипов: 233, 245 260, 399, 562, 612, 644, 1031, 1033, 2049, 2757; каждый представлен одним изолятом.
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МБЛпозитивных изолятов; 707 из них были носителя
ми blaVIM2. Остальные изоляты принадлежали к ST234 
(n=23), ST244 и ST276 (по одному изоляту). В нашем ис
следовании из числа изолятов 20122016 гг. носителями  
VIM2 были 59% КарбаР P. aeruginosa, других типов МБЛ 
обнаружено не было. По данным Эйдельштейна М.В. и 
соавт. [23], >95% МБЛпозитивных изолятов представ
лял ST235 (генотипирование КарбаР P. aeruginosa, не 
являющихся носителями МБЛ, авторы не проводили). В 
нашей выборке VIMнесущих P. aeruginosa лидировал 
ST654 (52%), доля ST111 и ST235 составила 22% и 26% 
соответственно. 

Таким образом, в отличие от фактически монокло
нальной популяции КарбаР МБЛпродуцирующих госпи
тальных штаммов P. aeruginosa в 20022010 гг. [23], мы 
показали наличие как минимум трех близких по распро
страненности клонов. Эти различия можно отнести на 
счет незначительного представительства московских 
изолятов в цитируемой работе (всего 17 изолятов, что 
составило 2,4% выборки МБЛнесущих изолятов; все 
относились к ST235). С другой стороны, вполне ве
роятно, что в последние годы в московском регионе 
произошла диверсификация популяционной структуры 
P. aeruginosa, проявившаяся в увеличении клонального 
разнообразия. 

Выявленная нами структура популяции (21 нерод
ственный генотип с преобладанием пяти генотипов: 
ST111, ST235, ST446, ST654, ST2592) в целом соот
ветствует сформировавшимся представлениям о попу
ляционной структуре КарбаР P. aeruginosa. Ее харак
теризуют как эпидемическую, что означает наличие 
небольшого числа успешных клонов, имеющих гло
бальное распространение, на фоне выраженного раз
нообразия генотипов [8, 24]. Подобная структура по
пуляции формируется в результате отбора из большого 
числа исходных, сравнительно редких неродственных 
клонов, обладающих высокой частотой рекомбинаций и 
способных приспосабливаться к меняющимся условиям 
существования. Такие «адаптивные» клоны со временем 
приобретают широкое распространение в окружающей 
среде, в связи с чем начинают доминировать в популя
ции клинически значимых штаммов, отвечая на давление 
антибиотиков формированием МЛУ.

Отметим, что эпидемическая популяционная струк
тура P. aeruginosa с МЛУфенотипом отличается от 
других бактерий, в частности, A. baumannii, популяция 
МЛУштаммов которых характеризуется выраженной 
клональностью [8, 25].

Таким образом, наше исследование показало широ
кое распространение (>50%) носительства VIM2 кар
бапенемазы среди КарбаР P. aeruginosa, что делает ее 
наличие ведущим механизмом устойчивости к карба
пенемам у госпитальных штаммов этого возбудителя. 
Носительство blaVIM2 было ограничено сиквенстипами 
ST111, ST235 и ST654. В то же время, у значительной 
доли КарбаР изолятов механизмы резистентности оста
ются нерасшифрованными. Все это свидетельствует о не
обходимости дальнейших исследований, направленных 
на мониторинг устойчивости к антибиотикам и популя
ционной эволюции госпитальных штаммов P. aeruginosa 
на территории России.

нообразие генотипов, включавшее 21 индивидуальный 
сиквенстип, однако доминировало небольшое чис
ло международных клонов высокого эпидемического 
 риска: ST111, ST235, ST654 и ST357 (последний был 
представлен впервые описанным однолокусным вариан
том – ST2592). 

Ведущим генотипом в исследованной нами вы
борке стал ST654, который присутствовал в обоих 
стационарах и в целом составил долю, равную 30%. 
Все ST654изоляты являлись носителями blaVIM2. Этот 
сиквенстип относится к числу международных клонов, 
хотя его распространенность ограничена по сравне
нию с ST111 и ST235 [8]. ST654 появился в цирку
ляции не позднее 2006 г. и описан в Великобритании 
[9], Польше [10], Франции [11], Аргентине [12] и Син
гапуре, для которого данный генотип эндемичен [13]. 
Единичные изоляты ST654 были импортированы в 
Швецию (как предполагается, из Туниса) [14] и Канаду 
(изолят от пациента, находившегося на длительном ле
чении в Индии) [15]. В цитированных работах описаны 
ST654 P. aeruginosa с различными типами МБЛ, вклю
чая IMP, КРС, NDM и VIM. В нашей выборке ST654 
изоляты впервые получены в 2013 г. в стационаре С1, 
а в 2014 г. появились в стационаре С2, став наиболее 
распространенным генотипом исследованных КарбаР 
P. aeruginosa.

В ходе работы мы выявили новый ST2592, который 
является однолокусным вариантом международного 
клона высокого риска ST357. Клон ST357 получил рас
пространение в центральной Европе [16], Дании [17], 
Великобритании [9], Китае [18], Японии [19]. ST357 
изоляты, несущие карбапенемазу IMP7, доминируют в 
структуре МБЛпродуцирующих госпитальных изолятов 
P. aeruginosa в Чехии [20]. Для ST357 характерно но
сительство VIM и IMPподобных карбапенемаз, однако 
у выделенных нами КарбаР изолятов, относящихся к 
ST2592, их обнаружено не было.

Заметное представительство (6%) в общей популя
ции КарбаР P. aeruginosa имел эндемичный для стацио
нара С2 генотип ST446. Этот генотип был описан ранее 
в одной из клиник г. Москвы в период 20062010 гг. 
[21]. По данным ресурса pubmlst.org, ST446 встречался 
также в Австралии, Бразилии, Испании и Франции [6]. 
Все ST446изоляты были МБЛотрицательными.

Клон P. aeruginosa ST235 имеет глобальное распро
странение и является доминирующим генотипом КарбаР 
форм этих бактерий во многих странах мира, включая 
Россию [8, 22, 23]. Карбапенеморезистентность ST235 
в первую очередь ассоциируется с носительством генов 
различных типов МБЛ в зависимости от региона, но пре
обладают VIMподобные карбапенемазы. 

Российские данные о популяционной структуре Кар
баР МБЛпродуцирующих P. aeruginosa были пред
ставлены Эйдельштейном М.В. и соавт. [23]. В этом 
крупнейшем многоцентровом исследовании авторы 
проанализировали более 3400 клинических изолятов 
P. aeruginosa, выделенных в России в 20022010 гг. 
Доля МБЛпозитивных изолятов за время наблюдения 
увеличилась с 4,5% в 2002 г. до 28,7% в 20082010 гг., 
причем среди них доминировали P. aeruginosa гено
типа ST235, которые составляли 685 из 710 (96,5%) 
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