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Цель – оценка ПЦР-РВ для детекции генов резистентности к карбапенемам грамотрицательных бактерий. Исследова-
но 499 изолятов грамотрицательных микроорганизмов, выделенных в двух педиатрических стационарах в 2019-2020 г. г. 
Видовую идентификацию проводили методом MALDI-ToF масс-спектрометрии (Bruker Daltonics, Германия). Минималь-
ную подавляющую концентрацию (МПК) меропенема и имипенема определяли методом Е-тестов (BioMerieux, Франция). 
Наличие генов приобретённых карбапенемаз групп IMP, NDM, VIM, KPC, OXA-48, OXA-23, OXA-40, OXA-58 определяли 
методом ПЦР-РВ. Среди отобранных штаммов выявлены Klebsiella pneumoniae (34%), Escherichia coli (4%), Serratia 
marcescens (6%) и другие представители порядка Enterobacterales (6%), грамотрицательные неферментирующие глюко-
зу бактерии Acinetobacter baumannii (14%), Pseudomonas aeruginosa (36%). Продукция карбапенемаз обнаружена у 385 
изолятов (77%). Основным механизмом, определяющим резистентность к карбапенемам P. aeruginosa стала продукция 
blaVIM (100%). Среди штаммов A. baumannii выявлены карбапенемазы OXA-23 (55%) и OXA-40 (45%). Основной детерми-
нантой резистентности среди штаммов K. pneumoniae стала карбапенемаза OXA-48, выявленная у 63% образцов, 13% 
обладали blaNDM-group, сочетание генов карбапенемаз blaNDM-group и blaOXA-48-like обнаружено у 16% изолятов. Карбапенемаза 
группы KPC детектирована у 8% штаммов K. pneumoniae. Среди штаммов S. marcescens преобладала карбапенемаза 
группы OXA-48 (95%). Большинство изолятов E. coli обладали металло-бета-лактамазой группы NDM (89%). Другие 
представители порядка Enterobacterales чаще всего обладали карбапенемазой ОХА-48 (57%), у 39% изолятов обнаруже-
но носительство blaNDM-group. У одного штамма выявлена комбинация blaNDM-group и blaOXA-48-like.  ПЦР-РВ является быстрым 
и надёжным методом выявления приобретённых карбапенемаз и может быть рекомендована для использования в ру-
тинной практике бактериологических лабораторий.
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в реальном времени.
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Objective – assessment of RT-PCR for the detection of carbapenem-resistance genes in gram-negative bacteria. A total, 499 
strains of gram-negative microorganisms isolated in two pediatric hospitals in 2019-2020 were studied. Species identification was 
performed using MALDI-ToF mass-spectrometry (Bruker Daltonics, Germany). Meropenem and imipenem minimal inhibitory 
concentration (MIC) was determined by E-test method (BioMerieux, France). The presence of acquired carbapenemase genes of 
IMP, NDM, VIM, KPC, OXA-48, OXA-23, OXA-40, OXA-58-groups was determined by RT-PCR.  Klebsiella pneumoniae (34%), 
Escherichia coli (4%), Serratia marcescens (6%) and other members of Enterobacterales (6%), also gram-negative non-glucose-
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fermenting bacteria Acinetobacter baumannii (14%), Pseudomonas aeruginosa (36%) were found among selected strains. 
Carbapenemase production was found in 385 isolates (77%). The main mechanism determining carbapenem resistance in P. 
aeruginosa was the production of blaVIM (100%). A. baumanii strains harbored OXA-23 (55%) and OXA-40 (45%) carbapenemases. 
The major determinant of carbapenem resistance in K. pneumoniae isolates was OXA-48 carbapenemase, detected in 63% strains, 
13% of the strains possessed blaNDM-group, 16% isolates had a combination of blaNDM-group and blaOXA-48-like. Carbapenemase of KPC-
group was found in 8% K. pneumoniae strains. OXA-48 carbapenemase prevailed (95%) among S. marcescens strains. Most 
of E. coli isolates harbored metallo-beta-lactamase NDM (89%). Other members of Enterobacterales most often had OXA-48 
carbapenemase (57%), 39% of the isolates carried blaNDM-group. In one strain, a combination of blaNDM-group and blaOXA-48-like was 
discovered. RT-PCR is a fast and reliable method for the detection of acquired carbapenemases and can be recommended for 
routine use in bacteriological laboratories.

K e y  w o r d s :  Klebsiella pneumoniae; Acinetobacter baumannii; Pseudomonas aeruginosa; carbapenemases; real-time PCR.
For citation: Novikova I.E., Sadeeva Z.Z., Shakirzyanova R.A., Alyabieva N.M., Lazareva A.V., Karaseva O.V., Vershinina 
M.G., Fisenko A.P. The using of the polymerase chain reaction for the detection of resistance genes in gram-negative bacteria in 
routine practice in a pediatric hospital. Klinicheskaya Laboratornaya Diagnostika (Russian Clinical Laboratory Diagnostics). 
2022; 67 (3): 180-185 (in Russ.). DOI: https://dx.doi.org/10.51620/0869-2084-2022-67-3-180-185
For correspondence: Novikova I.E., Junior Researcher of the Molecular Microbiology Laboratory; e-mail: novikovayudina@
outlook.com
Information about authors:
Novikova I.E., https://orcid.org/0000-0003-4234-0209;
Sadeeva Z.Z., https://orcid.org/0000-0002-4587-0902;
Shakirzyanova R.A., https://orcid.org/0000-0003-4538-0273;
Alyabieva N.M., https://orcid.org/0000-0001-9365-9143;
Lazareva A.V., https://orcid.org/0000-0003-3896-2590;
Karaseva O.V., https://orcid.org/0000-0001-9418-4418;
Vershinina M.G., https://orcid.org/0000-0001-6051-5231;
Fisenko A.P., https://orcid.org/0000-0001-8586-7946.
Conflict of interests. The authors declare absence of conflict of interests.
Acknowledgment. The study had no sponsor support.
Received 13.07.2021
Accepted 28.10.2021
Published 25.03.2022

Введение. В этиологической структуре инфекций, 
связанных с оказанием медицинской помощи (ИСМП), 
ведущая роль принадлежит грамотрицательным услов-
но-патогенным микроорганизмам (УПМ), таким как 
Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseu-
domonas aeruginosa [1-5]. Госпитальные штаммы этих 
УПМ часто обладают фенотипом множественной ле-
карственной устойчивости (МЛУ). По данным много-
центрового исследования МАРАФОН, проведённого в 
2015-2016 г. г., фенотипом МЛУ обладали 14,4% госпи-
тальных изолятов Enterobacterales, 76,2% – A. baumannii, 
35,0% – P. aeruginosa [6-8].

Наблюдается рост устойчивости грамотрицательных 
УПМ к антимикробным препаратам (АМП), особенно 
из группы карбапенемов, которые в течение длительно-
го времени считались АМП резерва [9-10]. Основным 
механизмом резистентности к b-лактамам, в целом, и к 
карбапенемам в частности является продукция фермен-
тов, гидролизующих АМП, таких как карбапенемазы 
[11-12]. В распространении устойчивости к карбапене-
мам важную роль наряду с представителями порядка 
Enterobacterales играют A. baumannii и P. aeruginosa. 
Природная устойчивость данных УПМ ко многим клас-
сам АМП объясняет трудности лечения инфекций, ас-
социированных с ними, и обусловливает необходимость 
использования карбапенемов и их комбинаций с други-
ми АМП широкого спектра действия. Обладая пластич-
ным геномом, A. baumannii и P. aeruginosa способны 
приобретать и интегрировать новые детерминанты ре-
зистентности, например, гены карбапенемаз, приобре-
тая фенотип МЛУ и становясь векторами диссеминации 
устойчивости к карбапенемам не только на уровне вида, 
но и между видами [13].

Важными детерминантами антибиотикорезистент-
ности многих энтеробактерий и грамотрицательных 
неферментирующих УПМ являются приобретённые 
карбапенемазы. Ферменты классов А, C, D являются се-
риновыми b-лактамазами, ферменты класса В – метал-
ло-бета-лактамазами (МБЛ), они содержат атом цинка в 
активном центре. Мобильные генетические элементы, в 
состав которых входят гены, кодирующие карбапенема-
зы, способствуют их быстрому распространению в го-
спитальной среде [14-15].

В детских стационарах недостаточно изучен спектр 
микрофлоры в отделениях реанимации и интенсивной 
терапии (ОРИТ), её чувствительность к АМП и меха-
низмы резистентности [16-18]. В России, согласно дан-
ным многоцентрового исследования МАРАФОН в 2015-
2016 гг., наиболее частыми возбудителями ИСМП явля-
лись K. pneumoniae (47,2%), Escherichia coli (30,0%), A. 
baumannii (16,8%), P. aeruginosa (17,4%) [6-8]. Согласно 
исследованию, проведённому среди детей, находивших-
ся на искусственной вентиляции лёгких в ОРИТ, в струк-
туре микробиоты преобладали K. pneumoniae (45%), P. 
aeruginosa (33%), A. baumannii (27-37%) [19].

Развитие и совершенствование молекулярно-генети-
ческих технологий внесло существенный вклад в фор-
мирование знаний, касающихся механизмов устойчиво-
сти к АМП, их эволюции и распространения. ПЦР-РВ 
является точным и быстрым способом детекции про-
дукции карбапенемаз в диагностических лаборатори-
ях. Высокие воспроизводимость, чувствительность и 
специфичность делают ПЦР-РВ надёжным методом 
для скрининга на наличие генов карбапенемаз, что по-
зволяет осуществлять мониторинг их эпидемиологиче-
ского распространения [20-21]. В основе эффективности 
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антибактериальной терапии лежат актуальные данные о 
частоте и механизмах резистентности конкретного вида 
возбудителя инфекционного процесса. Изучение прио-
ритетных патогенов с использованием микробиологиче-
ских и молекулярно-генетических методов, нацеленное 
на определение механизмов устойчивости к АМП, будет 
способствовать рациональному выбору АМП и разра-
ботке мер по преодолению устойчивости.

Цель исследования – оценка ПЦР-РВ для детекции 
генов резистентности к карбапенемам грамотрицатель-
ных бактерий.

Материал и методы. Объект исследования – штаммы 
P. aeruginosa, A. baumannii, K. pneumoniae, E. coli, Serratia 
marcescens и другие представители Enterobacterales, по-
лученные из биоматериала детей из отделений ФГАУ  
«НМИЦ здоровья детей» Минздрава России и НИИ неот-
ложной детской хирургии и травматологии Департамента 
здравоохранения г. Москвы. Критериями включения в ис-
следование штаммов послужили рекомендации Европей-
ского комитета по тестированию чувствительности к анти-
биотикам (EUCAST), который для выявления продукции 
карбапенемаз у энтеробактерий рекомендует исследовать 
изоляты, минимальная подавляющая концентрация (МПК) 
меропенема которых >0,125 мг/л или диаметр зоны пода-
вления роста <28 мм [22]. Включенные в исследование 
штаммы  A. baumannii и P. aeruginosa относились к кате-
гории резистентных к карбапенемам в соответствии с кри-
териями EUCAST [22]. Посевы биологического материала 
производили на питательные среды: кровяной агар и Uri-
select агар (BioRad, США), инкубировали в термостате при 
температуре 37° С в течение 24-48 часов.

Видовую идентификацию проводили на масс-
спектрометре MALDI-ToF MS (Bruker Daltonics, Гер-
мания). Образцы крови инкубировали в анализаторе 
гемокультур BACTEC 9050 (Becton Dickinson, США) 
до момента регистрации роста микроорганизмов, затем 
проводили высев на плотные питательные среды для 
выделения чистой культуры возбудителя.

Для определения чувствительности к меропенему 
и имипенему использован метод Е-тестов (BioMerieux, 
Франция) на среде Мюллера-Хинтона (Biorad, США). 
Результаты интерпретировали, руководствуясь оценоч-
ными критериями EUCAST [22].

Изоляты энтеробактерий протестированы на нали-
чие генов карбапенемаз групп IMP, NDM, VIM, KPC, 

OXA-48; P. aeruginosa на наличие МБЛ групп IMP, 
NDM, VIM; A. baumannii на наличие карбапенемаз 
групп OXA-23, OXA-40, OXA-58. Для выделения ДНК 
использована суточная культура, полученная при посеве 
на плотные питательные среды, указанные выше. Бак-
териальную ДНК выделяли с помощью коммерческих 
наборов «ГК-экспресс» (ЦНИИЭ Роспотребнадзора) 
согласно инструкции производителя. Выявление генов 
приобретённых карбапенемаз проводили с использо-
ванием наборов с гибридизационно-флуоресцентной 
детекцией «АмплиСенс® MDR MBL-FL» (IMP, NDM, 
VIM), «АмплиСенс® MDR KPC/OXA-48-FL» (KPC, 
OXA-48), «АмплиСенс® MDR Ab-OXA-FL» (OXA-23, 
OXA-40, OXA-58), производства ЦНИИЭ Роспотреб-
надзора. В качестве положительного и отрицательного 
контролей использованы соответствующие образцы, 
входящие в состав набора. Реакцию амплификации про-
водили в соответствии с инструкцией производителя.

Результаты и обсуждение. В период 2019-2020 гг. 
исследовано 418 образцов биоматериала, из которых 
выделено 499 штаммов микроорганизмов. Материал до-
ставлен от детей ОРИТ, отделений хирургии, пульмоно-
логии, ревматологии, урологии, новорожденных детей. 
Локусы исследования представлены в табл. 1.

Среди исследуемых штаммов обнаружены предста-
вители порядка Enterobacterales: K. pneumoniae (n=169, 
34%), E. coli (n=22, 4%), S. marcescens (n=29, 6%) и дру-
гие (n=29,6%); грамотрицательные неферментирующие 
глюкозу бактерии: A. baumannii (n=71, 14%), P. aerugi-
nosa (n=179, 36%) (см. рисунок).

Все представители порядка Enterobacterales имели 
МПК меропенема >0,125 мг/л. Штаммы A. baumannii и 
P. aeruginosa определены как нечувствительные к кар-
бапенемам (МПК имипенема >4 мг/л, МПК меропенема 
>8 мг/л).

Продукция карбапенемаз обнаружена у 385 изолятов 
(77%). Среди них встречались штаммы P. aeruginosa 
(31%, n=118), A. baumannii (17%, n=64), K. pneumoniae 
(37%, n=141), S. marcescens (5%, n=20), E. coli (5%, 
n=19) и другие представители порядка Enterobacterales 
(6%, n=23) (табл. 2).

Изоляты P. aeruginosa обладали МБЛ группы VIM 
(n=118, 100%), других карбапенемаз не найдено. Сре-
ди штаммов A. baumannii преобладала карбапенемаза 
OXA-23 (n=35, 55%), у остальных изолятов обнаруже-

Т а б л и ц а  1
Локусы исследования

Локусы n %
Анус 137 33
Зев 112 27
Моча 30 7
Нижние дыхательные пути 91 22
Стома 21 5
Рана 17 4
Кровь 5 1
Брюшная полость 5 1
Всего 418 100

П р и м е ч а н и е . Здесь и в табл. 2: n – количество исследуемых об-
разцов.

Видовой состав выделенных штаммов. 
* – Другие: Klebsiella oxytoca (n=2), Klebsiella variicola (n=5), Entero-
bacter aerogenes (n=2), Enterobacter asbuiae (n=1), Enterobacter cloacae 
(n=6), Serratia ureilytica (n=1), Citrobakter freundii (n=7), Citrobakter 
farmeri (n=3), Morganella morganii (n=2).
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на карбапенемаза OXA-40 (n=29, 45%). Карбапенемазы 
OXA-58 и комбинаций генов у исследованных штаммов 
A. baumannii не найдено. Карбапенемаза OXA-48 выявле-
на у большинства образцов K. pneumoniae (n=89, 63%), в 
19 образцах (13%) детектирован ген blaNDM-group, сочетание 
генов карбапенемаз blaNDM-group и blaOXA-48-like обнаружено 
у 22 изолятов (16%). Одиннадцать изолятов (8%) проду-
цировали blaKPC-group. Главной детерминантой резистент-
ности среди штаммов S. marcescens была карбапенемаза 
группы OXA-48 (n=19, 95%). Один изолят показал нали-
чие blaNDM-group. Среди изолятов E. coli преобладала МБЛ 
группы NDM (n=17, 89%), у остальных штаммах выявлен 
ген blaOXA-48-like (n=2, 11%). Другие представители порядка 
Enterobacterales в большинстве случаев обладали карба-
пенемазой ОХА-48 (n=13, 57%), у девяти изолятов обна-
ружено носительство blaNDM-group (39%). У одного штамма 
выявлена комбинация blaNDM-group и blaOXA-48-like.

У большей части протестированных образцов выяв-
лена продукция карбапенемаз различных групп. По дан-
ным исследования МАРАФОН 2015-2016 гг. резистент-
ность к карбапенемам P. aeruginosa, главным образом, 
ассоциировалась с карбапенемазами группы VIM [7]. В 
исследовании, проведённом нашими коллегами ранее, 
сообщалось, что носителями карбапенемазы группы 
VIM являлись 60% карбапенемрезистентных изолятов 
P. aeruginosa [19]. Результаты настоящего исследования 
подтверждают эти данные.

У штаммов A. baumannii обнаружены широко рас-
пространённые в мире OXA-23 и OXA-40-подобные 
карбапенемазы [23]. Ген blaOXA-23 впервые детектирован 
у нечувствительного к имипенему штамма A. baumannii, 
изолированного от пациента в Шотландии [24], впо-
следствии обнаружен во многих регионах мира: Брази-
лии, Корее, Австралии и других странах [25-29]. OXA-
24-подобный фермент, идентичный OXA-40, впервые 
обнаружен у штамма A. baumannii в Испании [30]. В 
настоящее время карбапенемрезистентные штаммы A. 
baumannii, продуцирующие OXA24/40-подобные кар-
бапенемазы являются причиной вспышек ИСМП в раз-
личных регионах [31-33]. Среди карбапенемрезистент-
ных изолятов A. baumannii наиболее распространены 
карбапенемазы группы ОХА-40, в меньшей степени 
группы OXA-23 [8, 34]. При исследовании штаммов A. 
baumannii, выделенных в гемокультуре, обнаружено но-
сительство OXA-23-подобной карбапенемазы в 45,9% 
случаев [35]. OXA-58-подобные карбапенемазы на тер-
ритории Российской Федерации встречаются редко [8].

Наиболее частый механизм резистентности у K. 
pneumoniae – наличие карбапенемазы KPC [36]. По на-
шим данным геном blaKPC обладали только 8% штаммов 

K. pneumoniae, основной детерминантой резистентно-
сти среди изолятов K. pneumoniae и S. marcescens стало 
наличие карбапенемазы OXA-48, которая представлена 
у 63% и 95% штаммов соответственно. У энтеробакте-
рий OXA-48-подобные карбапенемазы широко распро-
странены в мире и на территории Российской Федера-
ции [6, 37]. Среди исследованных нами штаммов E. coli 
преобладало носительство blaNDM-group. Впервые МБЛ 
группы NDM обнаружили в Индии в 2008 г. [38], и с тех 
пор распространилась по всему миру [39], штаммы K. 
pneumoniae и E. coli являются основными носителями 
МБЛ группы NDM [40]. В нашей коллекции обнаруже-
ны изоляты, сочетающие карбапенемазы групп ОХА-
48 и NDM. Продуцентов генов МБЛ групп VIM и IMP 
среди исследованных нами штаммов энтеробактерий не 
обнаружено.

Показана перспективность применения ПЦР-РВ для 
детекции генов карбапенемаз грамотрицательных бак-
терий в рутинной практике бактериологической лабо-
ратории. Применение ПЦР-РВ может быть оправдано в 
качестве метода быстрой детекции генов карбапенемаз, 
что позволяет ускорить назначение АМП с учётом ме-
ханизмов резистентности возбудителя. Правильный вы-
бор терапии является жизненно важным: промедление 
применения адекватной терапии при инфекционных со-
стояниях снижает выживаемость пациента примерно на 
8% [41]. Необходимо использовать любую возможность 
ускорить идентификацию не только возбудителя инфек-
ции, но и механизмов резистентности к АМП.

Заключение. Результаты, полученные при помощи 
метода ПЦР-РВ для идентификации генов карбапенемаз 
грамотрицательных микроорганизмов, имеют важное 
значение для выбора эффективной антибиотикотерапии. 
ПЦР-РВ может быть рекомендован для использования в 
повседневной работе бактериологических лабораторий.
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S. marcescens 20 19 (95%) 0 1 (5%) 0 0 0 н/о н/о н/о
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