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Рост распространённости продуцента металло-β-лактамаз (МБЛ) Pseudomonas aeruginosa в популяциях внутриболь-
ничных патогенов связан с клональным распространением и/или горизонтальным переносом МБЛ в составе мобильных 
генетических элементов, в том числе интегронов.
Цель: охарактеризовать генетическое окружение гена, кодирующего бета-лактамазу VIM-2, в популяции карбапенем-
резистентных (Карба-Р) клинических изолятов P. aeruginosa. Детекцию интегронов класса 1 проводили методом ПЦР. 
Типирование интегронов, несущих blaVIM-генную кассету, осуществляли с помощью анализа полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов (RFLP, PCR-restriction fragment length polymorphism) с последующим секвенированием вариабель-
ных регионов интегрона. В популяции P. aeruginosa выявлено пять типов blaVIM-2-несущих интегронов: ST654-изоляты, 
составлявшие более 50% Карба-Р популяции, являлись носителями In56; ST235-изоляты содержали In559 (26% Карба-Р 
изолятов); ST111-изоляты (19% Карба-Р изолятов) характеризовались In59-подобной структурой интегрона; по одному 
ST235-изоляту являлись носителями In59 и In249. За исключением In56, несущего единственную генную кассету blaVIM-2, 
выявленные типы интегронов характеризовались наличием дополнительных генов резистентности к триметоприму и/
или аминогликозидам. В исследованной популяции P. aeruginosa не выявлено новых типов интегронов. Наблюдаемая кор-
реляция типа интегрона с определёнными ST может свидетельствовать о преимущественной диссеминации клинически 
значимых детерминант резистентности, связанной с клональным распространением эпидемических линий ST111, ST654 
и ST235. Особенности вариабельных участков интегронов могут быть использованы для эпидемиологической характе-
ристики клинических изолятов P. aeruginosa.
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The growing prevalence of metallo-β-lactamase (MBL)-producing Pseudomonas aeruginosa in nosocomial pathogen populations 
has been attributed to their clonal spread, and/or horizontal transfer of MBL determinants in mobile genetic elements, including 
integrons. To characterize the genetic background of the beta-lactamase VIM-2 encoding gene in the population of carbapenem-
resistant (Carba-R) P. aeruginosa clinical isolates.The detection of class 1 integrons was performed by PCR. Typing of the class 
1 integrons containing the blaVIM gene cassette was performed by the PCR-restriction fragment length polymorphism (RFLP) 
approach followed by sequencing of variable regions of class 1 integrons. Five types of the blaVIM-2-carrying integrons were 
identified: ST654-isolates accounting for more than 50% of the Carba-R population harbored In56; ST235-isolates contained 
In559 (26% Carba-R isolates); ST111-isolates (19% Carba-R isolates) were characterized by carrying In59-like integron; two 
ST235-isolates harbored In59 and In249 each. Except In56, carrying the only blaVIM-2-gene cassette, all other identified integron 
types harbored the genes of resistance to trimethoprim and/or aminoglycosides. No new types of integrons were identified in the 
P. aeruginosa clinical isolates. The observed correlation of the integron type with specific STs indicates a clonal dissemination 
of significant resistance determinant producers - ST111, ST654 and ST235 epidemic lines. The features of the integron variable 
regions can be used for the epidemiological characterization of clinical P. aeruginosa isolates.
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Введение. Pseudomonas aeruginosa, один из наибо-
лее значимых оппортунистических патогенов, обладает 
природной резистентностью к широкому спектру анти-
микробных препаратов [1, 2]. Многие штаммы этого 
возбудителя могут быстро приобретать резистентность 
к таким стандартным противосинегнойным антибиоти-
кам, как карбапенемы и аминогликозиды, нередко сохра-
няя чувствительность только к колистину [3-5].

Хотя резистентность к карбапенемам у P. aeruginosa 
в основном связана с мутациями, приводящими к потере 
или инактивации порина OprD, или гиперэкспрессией 
эффлюксных систем [6], высокие уровни резистентно-
сти обычно бывают опосредованы продукцией карба-
пенемаз, в первую очередь металло-β-лактамаз (МБЛ) 
[7]. Инфекции, вызванные МБЛ-продуцирующими изо-
лятами P. aeruginosa, связаны с более высокой смертно-
стью и с более высокой частотой инвазивных заболева-
ний по сравнению с инфекциями, вызванными МБЛ-
негативными изолятами [8-10].

Носительство МБЛ обычно коррелирует с опреде-
лёнными генетическими линиями P. aeruginosa, клона-
ми высокого эпидемического риска, которые обладают 
способностью приобретать и/или экспрессировать гены 
резистентности [11]. К международным клонам, об-
ладающим множественной лекарственной устойчиво-
стью, относятся сиквенс-типы (ST) 111, 175, 235 и др. 
[11]. Наиболее распространёнными МБЛ в мире явля-
ются ферменты типа VIM и IMP, гены которых локали-
зованы на интегронах класса 1 [7,12]. Кроме генов МБЛ, 

интегроны этого класса часто несут детерминанты рези-
стентности к другим классам антибиотиков, в том числе 
к аминогликозидам и триметоприму [7]. Интегроны не 
являются самораспространяемыми мобильными генети-
ческими элементами (МГЭ), они активно переносятся за 
счёт транспозонов, которые, в свою очередь, могут рас-
полагаться в плазмидах или хромосомах.

Мы описали генетическую структуру популяции 
карбапенемрезистентных (Карба-Р) клинических изо-
лятов P. aeruginosa, выделенных в стационарах Москвы 
в 2012-2016 гг. [13]. Эта структура отличается домини-
рованием небольшого числа международных клонов на 
фоне высокого разнообразия неродственных сиквенс-
типов. Ведущим механизмом резистентности к карба-
пенемам у исследованных изолятов является продукция 
карбапенемазы VIM-2 [13]. В настоящем исследовании 
мы провели анализ генетического окружения гена bla-
VIM-2 и его взаимосвязи с клональными линиями, домини-
рующими в популяции Карба-Р P. aeruginosa.

Материал и методы. Карба-Р клинические изоляты 
P. aeruginosa, продуцирующие карбапенемазу VIM-2, 
выделены в трёх стационарах г. Москвы в период с 2012 
по 2017 г. Для характеристики клональной структуры по-
пуляции использован метод мультилокусного сиквенс-
типирования (МЛСТ) (https://pubmlst.org/paeruginosa/).

Амплификацию и секвенирование blaVIM проводили 
с использованием ранее описанных праймеров и усло-
вий [14]. Присутствие интегрона класса 1 определяли 
с использованием праймеров, специфических для 5’ и 

Праймеры для детекции и определения генетической структуры blaVIM-2-несущих интегронов

Название 
праймера

Последовательность праймера (5’–3’) Цель Ссылка

5’CS GCCTGTTCGGTTCGTAAGCT Амплификация региона между 5’CS и blaVIM для детекции 
интегрона, RFLP и секвенирования

[15]

tniC CGATCTCTGCGAAGAACTCG Амплификация региона между blaVIM и tniC для детекции 
интегрона, RFLP и секвенирования

[15]

VIM-F AGTGGTGAGTATCCGACAG Амплификация региона между blaVIM и tniC или между bla-
VIM и sulI для детекции интегрона, RFLP и секвенирования

[16]

VIM-R ATGAAAGTGCGTGGAGAC Амплификация региона между 5’CS и blaVIM или между intI и 
blaVIM для детекции интегрона, RFLP и секвенирования

[16]

INT-FN ATGCCCGTTCCATACAGAAGCT Амплификация региона между intI и blaVIM для детекции 
интегрона, RFLP и секвенирования

Данное  
исследование

Sul-RN AACGCCGACTTCAGCTTTTGAA Амплификация региона между blaVIM и sulI для детекции 
интегрона, RFLP и секвенирования

Данное  
исследование

VIM2-For CGCTCAGTCGTTGAGTAG Секвенирование региона между blaVIM и sulI или tniC [17]
VIM2-Rev CTTACTCAAAAGTTTGAACAT Секвенирование региона между intI или  5’CS и blaVIM [17]
INT-For CTTCYARAAAACCGAGGATGC Секвенирование региона между intI и blaVIM [17]
QacF ATCGCAATAGTTGGCGAAGT Секвенирование региона между qacEΔ1 и sul1 [17]
QacR CGGATGTTGCGATTACTTCG Секвенирование региона между blaVIM и qacEΔ1 [18]
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нами интегрона обладала необычной структурой, имея в 
своем составе участок 5’CS-региона и ген sul1.

Карба-Р изоляты P. aeruginosa RFLP-типа II составля-
ли 26% от выборки (см.рис. 2, 3); все они несли интегрон 
In559 (GenBank AM749810) и относились к ST235. Осо-
бенностью этого интегрона являлось отсутствие 3’CS-
региона, обнаруживаемого у большинства интегронов 
класса 1 в клинически значимых бактериях. Этот консер-
вативный регион обычно включает гибридную генную 
кассету, несущую qacE и sul1, в интактном виде опосре-
дующих резистентность к четвертичным аммониевым со-
единениям и сульфаниламидам, соответственно [19]. Вы-
явленный In559 в 3’-регионе содержал ген tniC, кодирую-
щий резольвазу транспозона Tn5090 [14]. Кроме blaVIM-2, 

3’ консервативных сегментов интегрона (CS, conserved 
segment) и консервативных регионов blaVIM. Для ампли-
фикации 5’-части использовали праймеры 5’CS/INT-
FN и VIM-R, для амплификации 3’-части использовали 
праймеры VIM-F и tniC/Sul-RN (см.таблицу, рис. 1).

Анализ полиморфизма длин рестрикционных фраг-
ментов (RFLP, PCR-restriction fragment length polymor-
phism) применяли для анализа вариабельных регионов 
интегронов класса 1, несущих blaVIM-генную кассету. Для 
каждого интегрон-несущего изолята получали два ам-
пликона (5’- и 3’-регион), которые подвергали обработ-
ке эндонуклеазой рестрикции TaqI (Thermo Fisher Sci-
entific). Дальнейший анализ образующихся фрагментов 
проводили методом электрофореза в 2% агарозном геле. 
От одного до пяти изолятов, представляющих каждый 
RFLP-тип, отбирали для секвенирования вариабельных 
регионов интегрона с использованием амплификацион-
ных праймеров и дополнительных праймеров для секве-
нирования (см.табл. 1, рис. 1). Структуру интегрона ана-
лизировали с использованием алгоритма BLAST, номер 
интегрона присваивали в соответствии с базой данных 
INTEGRALL [http://integrall.bio.ua.pt].

Результаты. Проанализированы 64 Карба-Р изолята, 
содержащих blaVIM-2, которые относились к трём сиквенс-
типам: ST654 (n=33), ST235 (n=19), ST111 (n=12). Мето-
дом рестрикционного анализа идентифицировано четы-
ре RFLP-типа интегронов (рис. 2). При помощи секве-
нирования репрезентативных изолятов удалось выявить 
пять типов интегронов класса 1 (рис. 3).

Более 50% Карба-Р изолятов относились к RFLP-
типу I (см.рис. 2). Эти изоляты несли интегрон типа In56 
(GenBank AF191564) и обладали ST654. Этот интегрон 
содержал единственную генную кассету blaVIM-2, связан-
ную с резистентностью к бета-лактамам. Выявленный 
интегрон имел ряд отличий от референсной последова-
тельности In56, в том числе он содержал два промотора 
PcW и P2 с более высокой эффективностью экспрессии 
вместо одного «слабого» промотора PcW. Активная 
форма P2-промотора получена путём инсерции 3 п.о. в 
область гена intI1. 3’-последовательность выявленного 

Рис. 1. Структура интегрона класса 1.
А – схема интегрона с тремя генными кассетами. Серые участки – концевые невариабельные регионы интегрона, черный прямоугольник – сайт ин-
теграции attI, белые участки – высоковариабельный регион, включающий генные кассеты; кругами показаны рекомбинационные сайты attC. Pc и P2 
– кассетные промоторы, Pint – промотор интегразы; ОРС – открытая рамка считывания. Б - места отжига праймеров.

Рис. 2. RFLP-типы интегронов.
M – маркер молекулярного веса; I – In56 (ST654, n=33); II – In559 (ST235, 
n=17); 
III – In59 (ST235, n=1) и In59-подобный (ST111, n=12);  IV – 
In249 (ST235, n=1).
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интегрон нёс гены аминогликозид-ацетилтрансферазы 
(aacA7, aacA5) и дигидрофолатредуктазы (dfrB5), опосре-
дующие резистентность к аминогликозидам и тримето-
приму, соответственно (см. рис. 3).

In59-подобный интегрон выявлен у 12 (19%) Карба-Р 
изолятов (см. рис. 2, 3). Все изоляты относились к ST111 
и имели RFLP-тип III. Описываемый интегрон вклю-
чал blaVIM-2, фланкированный генами аминогликозид-
ацетилтрансферазы - aacA29a (см.рис.3). Референсный 
In59 (GenBank AF263519) в третьей позиции вариа-
бельного региона содержит aacA29b вместо aacA29a. 
Ферменты, кодируемые генами aacA29a и aacA29b, раз-
личались по четырём аминокислотам. Отличия от рефе-
ренсного In59 затронули некодирующие регионы: две и 
пять точечных мутаций в промоторном регионе PcS и 
attC-сайте первой генной кассеты (aacA29a), соответ-
ственно, и инсерция одной пары оснований в рекомби-
национном сайте attC третьей генной кассеты. Секвени-
рование единственного ST235-изолята, относившегося к 
RFLP-типу III, показало типичную для In59 структуру: 
aacA29a/ blaVIM-2/aacA29b.

В одном Карба-Р ST235-изоляте с RFLP-типом IV 
выявлен редкий интегрон In249 (GenBank AM087404). 
Вариабельный регион этого интегрона содержал две 
генные кассеты: aacA4 и blaVIM-2. В отличие от рефе-
ренсной последовательности In249, обнаруженный ин-
тегрон имел дупликацию 19 п.о. в attC сайте генной 
кассеты aacA4, связанной с резистентностью к амино-
гликозидам.

Обсуждение. Разнообразие МБЛ-кодирующих ин-
тегронов класса 1 изучено среди 64 продуцирующих 
карбапенемазу VIM-2 изолятов P. aeruginosa, выделен-
ных в трёх стационарах г. Москвы. На фоне общего 
генетического разнообразия Карба-Р изолятов, blaVIM-2-
продуцирующие штаммы P. aeruginosa относились все-
го к трём клональным линиям (ST654, 235, 111).

Все ST654-изоляты относились к RFLP-типу I и несли 
интегрон In56. Согласно базе данных INTEGRALL, рефе-
ренсный интегрон этого типа содержит одну генную кассе-
ту, blaVIM-2. Отличия от референсного интегрона состояли в 
особенностях генетического окружения генной кассеты, а 
именно в типе промотора и структуре 3’-региона интегро-
на. 3’-последовательность имела структуру, аналогичную 
структуре In1206 (GenBank KR337991), описанного в 2015 
г. в изолятах, выделенных в Великобритании [20]. Подоб-
ный необычный 3’-регион, но с добавлением генной кассе-
ты aadB, кодирующей аминогликозид-аденилтрасферазу, 
ранее обнаружен у ST654-изолята из Швеции, который, 
по-видимому, импортирован из Туниса [21].

В долговременном эпидемиологическом иссле-
довании P. aeruginosa в Беларуси, Казахстане, Рос-
сии рост частоты Карба-Р изолятов в 2008-2010 г. г. 
связан с распространением доминирующего МБЛ-
продуцирующего ST235-клона. Ген blaVIM-2 обнаружен 
у подавляющего большинства МБЛ-изолятов (99,6%) 
преимущественно в составе интегрона In559 (95,6%), 
у незначительной части изолятов выявлены интегроны 
In599, In340, In464, In620 (4,3%) [22]. Такая распро-
странённость In559 среди ST235-изолятов характерна 
и для проанализированной популяции. Семнадцать 
из 19 Карба-Р ST235-изолятов несли интегрон In559 
(GenBank AM749810). Отсутствие консервативного 
3’CS-региона и наличие вместо него гена резольвазы 
tniC в составе In559 является характерной чертой инте-
гронов класса 1, входящих в состав Tn5090-подобных 
транспозонов. blaVIM-2-содержащие интегроны с анало-
гичным составом генных кассет и структурой обнару-
жены ранее в изолятах, выделенных в России (GenBank 
AM749810, DQ522233), США (GenBank AY943084), 
Тайване, Норвегии (GenBank FM165436) [21-24], Мон-
голии (GenBank KT768111) [25], Танзании (GeneBank 
KC630981) [26].

Рис. 3. Распределение и генетическая структура blaVIM-2-несущих интегронов.
Номера интегронов присвоены в соответствии с базой данных INTEGRALL. Номера референсных последовательностей в 
GeneBank представлены в скобках. Вариабельный регион расположен между геном интегразы (intI) и 3´CS (conserved se-
quence, консервативная последовательность). 5´ и 3´CS интегронов класса 1 выделены светло-серым цветом, а blaVIM-2 генные 
кассеты – темно-серым цветом
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Впервые изолят с референсной структурой инте-
грона In59 выделен во Франции в 1998 г. (GenBank 
AF263519), затем в Австрии [27]. По данным MLST эти 
изоляты относились к CC111. Все ST111-изоляты, про-
анализированные в данном исследовании, относились к 
RFLP-типу III и несли blaVIM-2 в составе In59-подобного 
интегрона. Аналогичный состав и структура интегрона 
(aacA29a/ blaVIM-2/aacA29а) выявлены у продуцирующих 
VIM-2 ST111-изолятов P. aeruginosa, выделенных в Че-
хии (GenBank KY860571) [28]. В нашей коллекции один 
изолят с классической структурой интегрона In59 отно-
сился к ST235.

Резистентность к карбапенемам одного ST235-
изолята обусловлена наличием blaVIM-2 в составе инте-
грона In249. От референсной последовательности он 
отличался дупликацией в сайте attC генной кассеты aa-
cA4. Такая особенность характерна для интегрона In238 
из штамма SMART1130 Serratia marcescens (LC169580), 
выделенного в Чехии в 2013 году, и In259 из штамма IR-
PA-2 Pseudomonas aeruginosa (AY574992), выделенного 
в 2004 году в Китае. Китайский интегрон имел сходную 
последовательность вариабельного региона в 3’-области. 
Аминокислотная последовательность кодируемой геном 
aacA4 аминогликозид-6’-N-ацетилтрансферазы в соста-
ве интегрона In249 несла замены Leu90Ser и Gly71Ser 
по сравнению с In238 из штамма SMART1130 и In259 
из штамма IRPA-2, соответственно. In238 и In249 также 
различались по типу VIM: интегрон из Serratia marc-
escens содержал генную кассету blaVIM-4.

Несмотря на то что интегроны являются МГЭ и име-
ют механизмы для распространения в составе плазмид 
или транспозонов, большинство генов МБЛ «заякоре-
ны» в хромосоме [28]. Поскольку в настоящем исследо-
вании не выявлено новых типов интегронов и наблюда-
лась корреляция типа интегрона с определёнными ST, 
можно утверждать, что диссеминация клинически важ-
ных детерминант резистентности, таких как гены МБЛ, 
связана в первую очередь с клональным распростра-
нением генетических линий высокого эпидемического 
риска ST111, ST654 (100% изолятов этих ST являются 
носителями blaVIM-2) и ST235 (65% изолятов этого ST яв-
ляются носителями blaVIM-2) [13]. Изменения в составе 
blaVIM-2-несущих интегронов, затрагивающие вариабель-
ные области, в том числе промоторные и рекомбинаци-
онные сайты, и приводящие к появлению новых инте-
гронных структур, свидетельствуют о продолжающейся 
эволюции бактерий. Это обосновывает необходимость 
дальнейшего изучения МГЭ, их локализации и распро-
странения в популяции клинически значимых бактерий, 
в том числе P. aeruginosa.
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