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Клинические изоляты Staphylococcus aureus (n = 102) изучены на чувствительность к гентамицину, тобрамицину, не-
тилмицину и амикацину дискодиффузионным методом. Методом полимеразной цепной реакции проведен анализ всех 
штаммов на наличие в их геноме генов aac(6’)-Ie/aph(2”), ant1, aac, ant(6)-Ia, aph(3’)-IIIa и ant(4’)-Ia, кодирующих ами-
ногликозидмодифицирующие ферменты. Штаммы, чувствительные к аминогликозидам, не содержали в геноме данных 
генов. В геноме всех штаммов, устойчивых к аминогликозидам, присутствовало не менее двух из перечисленных генов. 
Отмечена 100% корреляция между фенотипической устойчивостью изученных штаммов к аминогликозидам и наличием 
у них гена aac(6’)-Ie/aph(2”).
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Введение. Staphylococcus aureus является наиболее рас-
пространенным возбудителем инфекции области хирур-
гического вмешательства и остеомиелита в стационарах 
травматолого-ортопедического профиля [1–3]. При этом 
более 70% клинических изолятов S. aureus составляют 
метициллинчувствительные штаммы, подавляющее боль-
шинство которых чувствительны к аминогликозидам [4, 
5]. Распространенной практикой локальной профилактики 
и лечения подобных инфекционных осложнений являет-
ся добавление антибиотиков группы аминогликозидов, в 
частности гентамицина и тобрамицина, в костный цемент, 
который широко применяют для фиксации компонентов 
эндопротезов у пациентов с остеопорозом или для замеще-
ния дефектов костной ткани при лечении инфекционных 
осложнений или остеомиелита [6–8]. Аминогликозиды не 
рекомендуется использовать для системной монотерапии 
стафилококковых инфекций [9], так как существуют другие 
эффективные, но менее токсичные антистафилококковые 
препараты. Однако в ряде случаев аминогликозиды приме-
няют в составе комбинированной антибиотикотерапии для 
лечения инфекций, вызванных S. aureus, с целью усиления 

бактерицидного действия, а также в случаях выделения 
штаммов, резистентных к другим антибактериальным пре-
паратам, или непереносимости пациентом препаратов дру-
гих групп [10].

Устойчивость S. aureus к аминогликозидам обуслов-
лена наличием генов, кодирующих аминогликозид-
модифицирующие ферменты, которые нарушают связыва-
ние молекул антибиотиков с рибосомами бактериального 
возбудителя, что препятствует антибактериальному дей-
ствию аминогликозидов. В настоящее время описано зна-
чительное число характерных для S. aureus генов устойчи-
вости к аминогликозидам. Однако подавляющее большин-
ство данных о распространенности этих генов относится к 
штаммам S. aureus, выделенным в других странах [11–14]. 
Кроме того, существует недостаток сведений относительно 
корреляции данных генов в геноме штаммов S. aureus с их 
фенотипической устойчивостью к аминогликозидам.

Целью данного исследования является сравнительная 
характеристика фенотипической и генотипической устойчи-
вости клинических изолятов S. aureus к различным антибио-
тикам группы аминогликозидов.

Материалы и методы. В работе исследованы клиниче-
ские изоляты S. aureus (n = 102), выделенные в 2012–2014 гг. 
у пациентов, проходивших лечение в РНИИТО им. Р.Р. Вре-
дена по поводу инфекций области хирургического вмеша-
тельства после травм и ортопедических операций или остео-
миелита. Исследованные изоляты включали 83 метициллин-
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резистентных (MRSA) и 19 метициллинчувствительных 
штаммов S. aureus (MSSA).

Бактериальные культуры выращивали на плотных пи-
тательных средах: колумбийский агар с 5% бараньей крови 
(«Биомедиа», Россия) и агар Мюллера–Хинтона (Oxoid, Ве-
ликобритания) в течение 18–20 ч при 37°С. Бактериальный 
анализ чувствительности штаммов к аминогликозидам про-
водили при помощи дискодиффузионного метода (ДДМ) в 
соответствии с МУК 4.2.1890–04 и международными стан-
дартами EUCAST [15, 16]. В ходе исследования были ис-
пользованы диски для определения чувствительности к 
гентамицину (10 мкг), амикацину (30 мкг), тобрамицину (10 
мкг) и нетилмицину (10 мкг) производства Oxoid (Велико-
британия). В качестве контрольного штамма был использо-
ван штамм S. aureus ATCC 29213.

Анализ последовательностей бактериальных геномов, 
оценку разнообразия аллелей исследуемых генов и подбор 
праймеров проводили при помощи программ BLAST, Primer 
Blast и PerlPrimer v1.1.21.

ДНК исследуемых штаммов выделяли при помощи ком-
мерческого набора для выделения ДНК из бактериальных 
клеток (БиоСилика, Россия). Гены устойчивости к амино-
гликозидам выявляли методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР) на амплификаторе CFX96 (Bio-Rad, США) с ис-
пользованием праймеров, представленных в табл. 1. Условия 
реакции: 95°С – 3 мин; 33 цикла: 95°С – 10 с; отжиг прай-
меров – 15 с; 72°С – 15 с. Визуализацию результатов ПЦР 
осуществляли при помощи электрофореза в 1% агарозном 
геле и окраски бромистым этидием.

Результаты и обсуждение. 
Оценка фенотипической чувстви-
тельности штаммов S. aureus к 
аминогликозидам (ДДМ). Все штам-
мы MSSA и 32,53% штаммов MRSA 
были чувствительны ко всем иссле-
дуемым аминогликозидам; 3,61% 
штаммов MRSA были резистентны 
к гентамицину, тобрамицину и не-
тилмицину, но характеризовались 
промежуточной устойчивостью к 
амикацину; 2,41% штаммов MRSA 
были чувствительны к амикацину, 
несмотря на устойчивость к другим 
аминогликозидам (табл. 2); 61,45% 
штаммов MRSA были резистентны 
ко всем тестируемым антибиоти-
кам.

Сходная распространенность 
гентамицин-резистентных штам-
мов MRSA описана для ряда других 
стран: 60,53% (Греция), 61,7% (Япо-
ния) и 90,2% (Турция) [11–13]. К со-
жалению, данных по устойчивости 
S. aureus к другим аминогликозидам 
недостаточно, и в основном они от-
носятся к штаммам MRSA. Так, 
в Японии была показана бóльшая 
устойчивость штаммов MRSA к 
тобрамицину (95,3%), чем к гента-
мицину (61,7%), в то время как в 
нашем исследовании доля устойчи-
вых к гентамицину и тобрамицину 
штаммов MRSA была одинакова 
(67,47%) (см. табл. 2). Проводить 
сравнение с данными, полученными 
в других странах, достаточно слож-
но из-за существенных различий со-
отношения штаммов MRSA и MSSA 
в выборках, а также отсутствия све-
дений о том, какую часть изученных 
штаммов S. aureus составляли штам-

мы MSSA, крайне редко характеризующиеся устойчивостью 
к аминогликозидам [4, 5].

ПЦР-анализ наличия генов устойчивости к аминоглико-
зидам у штаммов S. aureus. Результаты ПЦР-анализа 102 
штаммов S. aureus, изученных на наличие генов устойчиво-
сти к аминогликозидам, приведены в табл. 3.

Наиболее распространенным был ген aac(6’)-Ie/aph(2”), 
выявленный у 54,9% всех изученных штаммов (MRSA  + 
MSSA). Гены aac и ant1 обнаружены у 50,98 и 11,76% штам-
мов соответственно; гены ant(6)-Ia и aph(3’)-IIIa – только у 
0,98%. Ген ant(4’)-Ia не выявлен среди изучаемых штаммов, 

Т а б л и ц а  1
Праймеры, использованные в работе

Ген Последовательность праймера (5'→3') Размер продукта, 
п. н.

Температура от-
жига, °С

aac(6’)-Ie/aph(2”) TGCCACACTATCATAACCAC 102 55,5
GCCACAAATGTTAAGGCAAT

ant(6)-Ia AACATAGCTGTCCGTTTGC 266 56,5
TGCTGTGCCATAGAAGATGT

ant1 GGTGGTTTACGCATTAACAG 479 55,5
TCACCAGTAGTCACTGTTTG

aph(3’)-IIIa CACAAAGATGTTGCTGTCTC 304 55,5
TTGCTCGGAAGAGTATGAAG

aac CATGGCAAGCTCTAGGATT 323 55,0
GGCTGAGTTTATGGAAGAAG

ant(4’)-Ia GTTTGGGCTTCTACCGATTT 121 55,5
CTCAGGTGGAATCAGATTGG

Т а б л и ц а  2
Распределение изученных штаммов S. aureus по их фенотипической устойчивости к амино-
гликозидам

Штаммы Число 
штам-

мов

Фенотип

Gen+, 
Ami+, 
Tob+, 
Net+

Gen+, 
Amii, 
Tob+, 
Net+

Gen+, 
Ami–, 
Tob+, 
Net+

Gen–, 
Ami–, 
Tob–, 
Net–

Gen+ Ami+ Tob+ Net+

MRSA 83 61,45% 3,61% 2,41% 32,53% 67,47% 61,45% 67,47% 67,47%
MSSA 19 0 0 0 100% 0 0 0 0
В с е г о ... 102 50% 2,94% 1,96% 45,1% 54,9% 50% 54,9% 54,9%

П р и м е ч а н и е. Здесь и на рис. 2: Gen – гентамицин, Ami – амикацин, Tob – тобрамицин, 
Net – нетилмицин; индексы + – устойчивость, – – чувствительность, i – промежуточная устойчи-
вость.

Т а б л и ц а  3
Результаты ПЦР-анализа штаммов S. aureus на наличие генов 
устойчивости к аминогликозидам 

Ген Все штаммы S. 
aureus (n = 102)

MRSA  
(n = 83)

MSSA  
(n = 19)

n % n % n %

aac(6’)-Ie/aph(2”) 56 54,9 56 67,47 0 0
ant1 12 11,76 12 14,46 0 0
aac 52 50,98 52 62,65 0 0
ant(6)-Ia 1 0,98 1 1,21 0 0
aph(3’)-IIIa 1 0,98 1 1,21 0 0
ant(4’)-Ia 0 0 0 0 0 0
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хотя в ряде исследований он встречается у 26–84% штаммов 
в зависимости от региона их выделения [5, 13, 14].

Анализ комбинаций генов резистентности к аминоглико-
зидам в геноме каждого штамма показал, что наиболее рас-
пространенным сочетанием генов была комбинация aac(6’)-
Ie/aph(2”) + aac, присутствующая в геноме 78,57% штаммов 
(рис. 1). В геноме 14,29% штаммов одновременно присут-
ствовали гены aac(6’)-Ie/aph(2”), ant1 и aac. Комбинации 
генов aac(6’)-Ie/aph(2”) + ant1 и aac(6’)-Ie/aph(2”) + ant1 + 
ant(6)-Ia + aph(3’)-IIIa были выявлены в геноме только 3,57% 
штаммов.

Корреляция результатов ДДМ и ПЦР-анализа. В результа-
те проведенного исследования было показано, что все штаммы 
S. aureus, фенотипически устойчивые к гентамицину, тобра-
мицину и нетилмицину, содержали в своем геноме не менее 
двух генов устойчивости к аминогликозидам (рис. 2).

Штаммы, устойчивые к гентамицину, нетилмицину и 
тобрамицину, но чувствительные или обладающие проме-
жуточной устойчивостью к амикацину, также характеризова-
лись присутствием в геноме генов устойчивости к аминогли-
козидам. В геноме всех штаммов S. aureus, согласно резуль-
татам ДДМ чувствительных к аминогликозидам (n = 46), не 
выявлен ни один из исследуемых генов устойчивости.

Учитывая 100% распространенность гена aac(6’)-Ie/
aph(2”) среди изученных нами штаммов S. aureus, устойчи-
вых к аминогликозидам (см. рис. 2), и его высокую распро-
страненность согласно публикациям ряда авторов [11, 12], 
данный ген может быть использован в качестве генетиче-
ского маркера, в частности в составе мультиплексной ПЦР в 

сочетании с еще одним–двумя наиболее распространенными 
генами резистентности к аминогликозидам.

Заключение. Фенотипическая устойчивость штаммов S. 
aureus к аминогликозидам ассоциирована с присутствием в 
их геноме хотя бы одного из генов устойчивости к данным 
антибиотикам. В случае изученных нами штаммов отмечена 
100% корреляция фенотипической устойчивости штаммов 
с наличием в их геноме гена aac(6’)-Ie/aph(2”). Данный ген 
может быть рекомендован для дальнейшего изучения в ка-
честве возможного генетического маркера устойчивости S. 
aureus к аминогликозидам.
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УДК 616.155.392:579.842.11.083

Коробова А.Г., Фролова И.Н., Клясова Г.А.

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ СЕЛЕКТИВНОЙ ХРОМОГЕННОЙ СРЕДЫ ДЛЯ ДЕТЕКЦИИ 
ЭНТЕРОБАКТЕРИЙ С ПРОДУКЦИЕЙ БЕТА-ЛАКТАМАЗ

ФГБУ «Гематологический научный центр» Минздрава Российской Федерации, 125167, г. Москва

Изучали детекцию энтеробактерий с продукцией бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) на селективной хромо-
генной среде и сравнивали результаты детекции БЛРС с методом «двойных дисков». Мазки со слизистой ротоглотки и 
прямой кишки от больных исследовали параллельно на плотных питательных средах (Эндо или Мак-Конки) и на селек-
тивной среде CHROMagarТМESBL (CHROMagar, Франция). Продукцию БЛРС среди энтеробактерий подтверждали ме-
тодом «двойных дисков». Для исключения гиперпродукции ampC бета-лактамаз использовали E-тест, содержащий це-
фотетан и цефотетан с клоксациллином. При исследовании 1552 образцов от больных было выделено 1243 штамма эн-
теробактерий на агаре Эндо или Мак-Конки и 409 штаммов энтеробактерий на селективной среде CHROMagarТМESBL 
(Escherichia coli n=226, Klebsiella pneumoniae n = 105, Enterobacter spp. n = 35, Citrobacter spp. n=21, другие n= 22). 
Методом «двойных дисков» была подтверждена продукция БЛРС у 386 (94%) из 409 штаммов, выделенных на среде 
CHROMagarТМESBL. У 23 (6%) штаммов подтверждения не было, из них у 15 была выявлена гиперпродукция ampC бета-
лактамаз, а 8 были чувствительны к цефалоспоринам III поколения. Все энтеробактерии, выделенные на агаре Эндо 
или Мак-Конки, также тестировали методом «двойных дисков». Всего было получено 394 штамма энтеробактерий с 
продукцией БЛРС, из них на обеих средах (агар Эндо/Мак-Конки и CHROMagarТМESBL) – 263 (67%) штамма, только на 
среде CHROMagarТМESBL – 123 (31%), только на среде Эндо/Мак-Конки – 8 (2%); p < 0,0001. Чувствительность селек-
тивной среды CHROMagarТМESBL составила 98%, специфичность – 97%. Заключение об обнаружении энтеробактерий, 
продуцирующих БЛРС, представляли в клинику через 18-24 ч после поступления образцов от больных в лабораторию. 
CHROMagarТМESBL имеет высокую чувствительность и специфичность для выявления энтеробактерий с продукцией 
БЛРС и может быть использован в рутинной лабораторной практике.

К л ю ч е в ы е  с л о в а :  хромогенные селективные среды; бета-лактамазы расширенного спектра; БЛРС; энтеробак-
терии; антибиотикорезистентность.
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