
83ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 2. ХИМИЯ. 2006. Т. 47. № 2

Pseudomonas aeruginosa – îäèí èç îñíîâíûõ âîçáó-
äèòåëåé ãíîéíî-âîñïàëèòåëüíûõ ïðîöåññîâ, îáëàäàþ-
ùèé ðåçèñòåíòíîñòüþ ê àíòèìèêðîáíûì ïðåïàðàòàì,
÷òî äåëàåò òåðàïèþ íåýôôåêòèâíîé. Î÷åíü âàæíî íà
ðàííèõ ñòàäèÿõ çàðàæåíèÿ âûÿâèòü òèï àíòèáèîòèêî-
ðåçèñòåíòíîñòè, ÷òîáû ïîäîáðàòü íåîáõîäèìóþ ìåòîäè-
êó ëå÷åíèÿ è èñïîëüçîâàòü íàèáîëåå ýôôåêòèâíûé
àíòèáàêòåðèàëüíûé ïðåïàðàò. Â íàñòîÿùåå âðåìÿ äëÿ
ëå÷åíèÿ çàáîëåâàíèé,  âûçûâàåìûõ Pseudomonas
aeruginosa, èñïîëüçóþò êàðáîïåíåìû – ìåðîïåíåì è
èìåïåíåì. Îäíàêî ñòàëè âîçíèêàòü øòàììû, óñòîé÷è-
âûå è ê ýòèì àíòèáàêòåðèàëüíûì ïðåïàðàòàì. Ýòî
ïðîèñõîäèò â  îñíîâíîì çà ñ÷åò ïîÿâëåíèÿ â  ýòèõ
øòàììàõ ãåíà ôåðìåíòà ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçû, êîòî-
ðûé ìîæåò áûòü ëîêàëèçîâàí êàê íà ïëàçìèäå, òàê è
íà õðîìîñîìå [1, 3]. Áåòà-ëàêòàìàçû – ôåðìåíòû, ñïî-
ñîáíûå ãèäðîëèçîâàòü áåòà-ëàêòàìíîå êîëüöî, ÷òî ïî-
çâîëÿåò ïàòîãåííûì ìèêðîîðãàíèçìàì ïðîòèâîñòîÿòü
áåòà-ëàêòàìíûì àíòèáèîòèêàì.

Âñå èçâåñòíûå áåòà-ëàêòàìàçû ìîæíî ðàçäåëèòü íà
÷åòûðå áîëüøèõ ìîëåêóëÿðíûõ êëàññà – A, B, C è
D. Ôåðìåíòû êëàññîâ A, C è  D îòíîñÿòñÿ ê õîðîøî
èçó÷åííûì ãèäðîëàçàì ñåðèíîâîãî òèïà [1]. Ôåðìåí-
òû êëàññà B ÿâëÿþòñÿ ìåòàëëîñîäåðæàùèìè ãèäðîëà-
çàìè, â àêòèâíîì öåíòðå êîòîðûõ ñîäåðæàòñÿ àòîìû
öèíêà. Ïîÿâëåíèå â ìèêðîîðãàíèçìå ãåíà ìåòàëëî-
áåòà-ëàêòàìàçû îñîáåííî îïàñíî, òàê êàê ôåðìåíòû
ýòîãî òèïà ñïîñîáíû ðàñùåïëÿòü íå òîëüêî ïåíèöè-
ëèíîâûå è öåôàëëîñïîðèíîâûå àíòèáèîòèêè, íî è
ñèíòåòè÷åñêèå àíàëîãè áåòà-ëàêòàìîâ – êàðáîïåíåìû.
Î÷åíü ÷àñòî ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçû íàçûâàþò êàðáî-
ïåíåìàçàìè [1, 2]. Íà ñåãîäíÿøíèé äåíü ñóùåñòâóþò
÷åòûðå ìîëåêóëÿðíûõ òèïà ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàç:
VIM, IMP, SPM è GIM. Âñå îíè ñîäåðæàò ïî äâà

àòîìà öèíêà è ñèëüíî ðàçëè÷àþòñÿ àìèíîêèñëîòíûìè
ïîñëåäîâàòåëüíîñòÿìè (óðîâåíü ãîìîëîãèè îêîëî 70%).
Êðîìå òîãî, êàæäûé èç ýòèõ òèïîâ ôåðìåíòîâ äåëèò-
ñÿ íà íåñêîëüêî ïîäòèïîâ, êîòîðûå èìåþò íåáîëüøèå
ðàçëè÷èÿ â íóêëåîòèäíîé ïîñëåäîâàòåëüíîñòè [3, 5].

Ïîèñê è èçó÷åíèå ãåíîâ, îòâåòñòâåííûõ çà âîçíèê-
íîâåíèå àíòèáèîòèêîðåçèñòåíòíîñòè, ïîìèìî òåîðåòè-
÷åñêîãî èìåþò òàêæå îãðîìíîå ïðàêòè÷åñêîå çíà÷åíèå.
Áûñòðîå îïðåäåëåíèå àíòèáèîòèêîðåçèñòåíòíîñòè êëè-
íè÷åñêèõ øòàììîâ ìèêðîîðãàíèçìîâ î÷åíü âàæíî
ïðè âûáîðå îïòèìàëüíîãî ëå÷åíèÿ ïàöèåíòîâ. Ìåòîäû
ïîèñêà ãåíîâ è ìóòàöèé, îñíîâàííûå íà àíàëèçå ÄÍÊ,
ãîðàçäî áûñòðåå è òî÷íåå êëàññè÷åñêèõ ìåòîäîâ îïðå-
äåëåíèÿ ðåçèñòåíòíîñòè [4]. Ýòî îñîáåííî âàæíî â
ñëó÷àå ìåäëåííî ðàñòóùèõ èëè íåêóëüòèâèðóåìûõ
ìèêðîîðãàíèçìîâ.

Äëÿ áûñòðîé äåòåêöèè ãåíîâ ôåðìåíòîâ, îòâå÷àþ-
ùèõ çà óñòîé÷èâîñòü ê ðàçëè÷íûì àíòèáèîòèêàì, èñ-
ïîëüçóþò ìåòîä ïîëèìåðàçíîé öåïíîé ðåàêöèè (ÏÖÐ).
Ýòîò ìåòîä ïîçâîëÿåò ñ áîëüøîé òî÷íîñòüþ îïðåäå-
ëÿòü ïðèðîäó ðåçèñòåíòíîñòè ê òîìó èëè èíîìó àíòè-
áèîòèêó, ÷òî ìîæåò çíà÷èòåëüíî ñîêðàòèòü âðåìÿ, íå-
îáõîäèìîå äëÿ âûðàáîòêè ïðàâèëüíîé ñòðàòåãèè òåðà-
ïèè (îïðåäåëåíèå òèïà àíòèáèîòèêà è êîíöåíòðàöèè,
ïðè êîòîðûõ ýôôåêòèâíîñòü ïðåïàðàòà áóäåò ìàêñè-
ìàëüíîé). Ìåòîäîì ÏÖÐ ìîæíî îïðåäåëèòü âèäîâóþ
ïðèíàäëåæíîñòü ïàòîãåííîãî øòàììà è èíîãäà äàæå
ïðåäñêàçàòü åãî ïðîèñõîæäåíèå. Ê îñíîâíûì äîñòîèí-
ñòâàì ìåòîäà ÏÖÐ ìîæíî îòíåñòè âîçìîæíîñòü ñ
âûñîêîé òî÷íîñòüþ îïðåäåëèòü íàëè÷èå òîãî èëè
èíîãî ãåíà, à òàêæå åãî áûñòðîòó (3–4 ÷) ïî ñðàâíå-
íèþ ñ ìåòîäîì âûñåâàíèÿ íà ÷àøêè (1,5–3 äíÿ) [4].

Â äàííîé ðàáîòå ïðîàíàëèçèðîâàíû 49 øòàììîâ
ðîäà  Pseudomonas aeruginosa,  Klebsiella pneumoniae è
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Stenotrophomonas maltophi*, ïðîÿâëÿþùèõ âûñîêóþ
ôåíîòèïè÷åñêóþ óñòîé÷èâîñòü (ÌÏÊ  8)  ê  ìåðî-
ïåíåìó èëè èìåïåíåìó. Äåòåêöèþ ìåòàëëî-áåòà-ëàêòà-
ìàç ïðîâîäèëè ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ è ñïåöèôè÷åñêèõ
ïðàéìåðîâ íà ôåðìåíòû [4].

Экспериментальная часть

Èññëåäóåìûå øòàììû Pseudomonas aeruginosa,
Klebsiella pneumoniae è  Stenotrophomonas maltophi
êóëüòèâèðîâàëè íà àãàðå “Columbia CNA”  (ÑØÀ)  ñ
äîáàâëåíèåì 5% îâå÷üåé êðîâè â òå÷åíèå 24 ÷ ïðè
37°Ñ. Ìèíèìàëüíóþ ïîäàâëÿþùóþ êîíöåíòðàöèþ
(ÌÏÊ) îïðåäåëÿëè ìåòîäîì äâóêðàòíûõ ñåðèéíûõ
ìèêðîðàçâåäåíèé ñ èñïîëüçîâàíèåì 96 ëóíî÷íûõ
ïëàíøåòîâ â ñîîòâåòñòâèè ñ ìåòîäèêîé, ðåêîìåíäî-
âàííîé NCCLS (ÑØÀ) [6].

Ïðàéìåðû âûáèðàëè íà îñíîâàíèè àíàëèçà ëèòåðà-
òóðû è ïîèñêà ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ãåíîâ, èìåþùèõ-
ñÿ â áàíêå äàííûõ GeneBank [4]. Ñîñòàâ ïðàéìåðîâ
ïðèâåäåí â òàáë. 1.

Îòäåëüíóþ êîëîíèþ êàæäîãî øòàììà ðåñóñïåíäè-
ðîâàëè â  200  ìêë âîäû,  èíêóáèðîâàëè â  òå÷åíèå
5 ìèí ïðè 95°Ñ è öåíòðèôóãèðîâàëè (10 000 îá/ìèí,
5 ìèí). ÄÍÊ, íàõîäÿùóþñÿ â íàäîñàäî÷íîé æèäêîñòè,
èñïîëüçîâàëè â êà÷åñòâå ìàòðèöû äëÿ ÏÖÐ. Àìïëè-
ôèêàöèþ ïðîâîäèëè â îáùåì îáúåìå 25 ìêë â òîí-
êîñòåííûõ ïðîáèðêàõ, ñîäåðæàùèõ 60 ìÌ Tris HCl
(pH  8 ,5  ïðè  25°Ñ),  1 ,5  ìÌ MgCl2,  25  ìÌ  KCl ,
10  ìÌ (NH4)2SO4,  10 ìÌ 2 ìåðêàïòîýòàíîë, 0,1%
Òðèòîí  X  100,  100  ìêÌ êàæäîãî  äÍÒÔ,  1  ìêÌ
êàæäîãî îëèãîíóêëåîòèäíîãî ïðàéìåðà. Ðåàêöèè ïðî-
âîäèëè â ÄÍÊ-àìïëèôèêàòîðå Òåðöèê (“ÄÍÊ-òåõíî-
ëîãèÿ”, Ðîññèÿ) ïî ñëåäóþùåé ñõåìå: íà÷àëüíàÿ äå-
íàòóðàöèÿ ïðè 95°Ñ (2 ìèí), çàòåì 30 öèêëîâ: äåíà-
òóðàöèÿ ïðè 95°Ñ (1 ìèí), îòæèã ïðè 53°Ñ (1 ìèí),
ýëîíãàöèÿ ïðè 72°Ñ (2  ìèí),  çàâåðøàþùèé ýòàï
ýëîíãàöèè ïðè 72°Ñ (10 ìèí).

Ïðè ýëåêòðîôîðåçå ïðîäóêòîâ ÏÖÐ èñïîëüçîâàëè
ÒÀÅ-áóôåð (40 ìM Òðèñ, 20 ìM óêñóñíîé êèñëîòû,
1  ìM ÝÄÒÀ,  pH 8,5)  â  1%-ì àãàðîçíîì ãåëå  ïðè
íàïðÿæåííîñòè ýëåêòðè÷åñêîãî ïîëÿ 2–3 Â/ñì. Â
àãàðîçíûé ãåëü äîáàâëÿëè ðàñòâîð áðîìèñòîãî ýòèäèÿ
äî êîíå÷íîé êîíöåíòðàöèè 1,6 ìêã/ìë, îáðàçåö ÄÍÊ
ñìåøèâàëè ñ 10-êðàòíûì áóôåðîì (0,1% áðîìôåíî-
ëîâûé ñèíèé, 50% ãëèöåðèí, 0,1 Ì ÝÄÒÀ, ðÍ 8,0) â
ñîîòíîøåíèè 9:1. Âèçóàëèçàöèþ ïðîâîäèëè íà ÓÔ-
òðàíñèëëþìèíàòîðå ïðè äëèíå âîëíû 260 íì.

Результаты и их обсуждение

Ïðåäâàðèòåëüíûé îòáîð øòàììîâ Pseudomonas
aeruginosa, âûäåëåííûõ ó àìáóëàòîðíûõ ïàöèåíòîâ ñ
ãíîéíî-âîñïàëèòåëüíûìè èíôåêöèÿìè, áûë ïðîâåäåí
ñ ïîìîùüþ êëàññè÷åñêîãî ñêðèíèíãà ìåòîäîì âûñå-
âàíèÿ íà ÷àøêè ñ ïèòàòåëüíîé ñðåäîé è àíòèáèîòè-
êîì. Äëÿ âûÿâëåíèÿ øòàììîâ, ñîäåðæàùèõ ìåòàëëî-
áåòà-ëàêòàìàçû, èñïîëüçîâàëè ìåòîä ðàäèàëüíîé äèô-
ôóçèè ïðè äîáàâëåíèè ÝÄÒÀ â  îäèí èç  äèñêîâ.
Øòàììû, ñîäåðæàùèå ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçû, áûëè èñ-
ñëåäîâàíû íà ÷óâñòâèòåëüíîñòü ê êàðáîïåíåìàì (ìå-
ðîïåíåì, èìåïåíåì). Â ðåçóëüòàòå áûëè îòîáðàíû 49
øòàììîâ, îáëàäàþùèõ íàèáîëåå âûñîêîé (ÌÏÊ  8)
àíòèáèîòèêîóñòîé÷èâîñòüþ.

Íà îñíîâàíèè àíàëèçà ëèòåðàòóðû [4],  à  òàêæå
èçâåñòíûõ ïîñëåäîâàòåëüíîñòåé ìåòàëëî-áåòà-ëàêòà-
ìàç,  èìåþùèõñÿ â  áàçå  äàííûõ GeneBank,  áûëè
ñèíòåçèðîâàíû ïÿòü ïàð ïðàéìåðîâ íà íàèáîëåå
ðàñïðîñòðàíåííûå ãåíû ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàç: VIM1,
VIM2, IMP1, SPM1 è GIM (òàáë. 1), ïîñëå ÷åãî âñå
øòàììû áûëè ïðîàíàëèçèðîâàíû ñ ïîìîùüþ ÏÖÐ
ñî âñåìè ïÿòüþ ïàðàìè ïðàéìåðîâ. Ðåçóëüòàòû ýê-
ñïåðèìåíòîâ ïðèâåäåíû â òàáë. 2.

Ïîêàçàíî,  ÷òî â  33  èç  49  øòàììàõ ñîäåðæèòñÿ
ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçà VIM1 èëè VIM2, ïðè÷åì â 26
øòàììàõ  îäíîâðåìåííî  íàõîäÿòñÿ  îáà  ãåíà.  Â
2 øòàììàõ ñîäåðæèòñÿ ãåí ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçû

Т а б л и ц а  1

Последовательности олигодезоксинуклеотидов, использо-
ванных в качестве праймеров для детекции металло-бета-

лактамаз с помощью полимеразной цепной реакции

*Штаммы отобраны в клиниках и госпиталях Москвы, С.Петербурга, Ярославля, Иркутска, Саратова, Омска, Казани, Иркутска,
Магнитогрска и Екатеринбурга.

Тип фермента Последовательность  

VIM1 f               
VIM1 r 

5′-AGT GGT GAG TAT CCG ACA G-3′            
5′-ATG AAA GTG CGT GGA GAC-3′ 

VIM2 f                
VIM2 r 

5′-ATG TTC AAA CTT TTG AGT AAG-3′       
5′-CTA CTC AAC GAC TGA GCG-3’ 

IMP1 f                
IMP1 r 

5′-ACC GCA GCA GAG TCT TTG CC-3′          
5′-ACA ACC AGT TTT GCC TTA CC-3’ 

SPM1 f                
SPM1 r 

5′-GCG TTT TGT TTG TTG CTC-3′              
5′-TTG GGG ATG TGA GAC TAC-3′ 

GIM1 f                
GIM1 r 

5′-AGAACCTTGACCGAACGCAG-3′             
5′-ACTCATGACTCCTCACGAGG-3′ 
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Тип праймеров МПК, мкг/мл Вид             
микроорганизма 

Номер 
штамма 

VIM1 VIM2 IMP1 SPM1 GIM 
Город, учреждение 

IPM MEM 
kpn* 173 – – – – – Омск-25 2 16 
pae** 340 + + – – – Москва-1 256 64 
pma*** 385 + +   – – Москва-1 256 32 
pae 16 – – – – – Москва-2 16 8 
pae 47 + + – – – Москва-2 16 8 
pae 52 + + – – – Москва-2 128 64 
pae 157 + – – – – Москва-2 8 8 
pae 166 + + – – – Москва-2 64 32 
pae 89 – – – – – Москва-3 16 16 
pae 208 + + – – – Москва-3 64 32 
pae 534 – –     – Москва-3 16 4 
pae 118 – – – – – Москва-5 8 16 
pae 470 – – – – – СПб.-8 2 32 
pce 259 + – + – – Ярославль-11 128 8 
pae 320 + + – – – Иркутск-12 32 4 
pma 286 – – – – – Иркутск-14 256 128 
pae 448 – – – – – Саратов-15 16 16 
pae 74 – – – – – Томск-16 4 16 
pae 85 + – + – – Томск-16 16 16 
pae 376 – – – – – Казань-18 16 2 
pae 379 – – – – – Казань-18 8 4 
pae 388 – – – – – Казань-18 8 8 
pae 389 – – – – – Казань-18 16 8 
pae 390 + + – – – Казань-18 16 4 
pae 391   – – – – Казань-18 32 4 
pae 619 + + – –  – Омск-23 16 4 
pae 637 + + – – – Омск-24 16 8 
pae 642 + + – – – Омск-25 32 8 
pae 648 + + – – – Омск-25 256 64 
pae 650 + + – – – Омск-25 256 64 
pae 653 + + – – – Омск-25 256 32 
pae 658 + + – – – Омск-25 256 128 
pae 659 + + – – – Омск-25 256 32 
pae 662 + + – – – Омск-25 256 32 
pae 680 + + – – – Омск-25 16 8 
pae 686 + + – – – Омск-25 16 8 
pae 687 + + – – – Омск-25 256 128 
pae 863 + + – – – Омск-25 32 32 
pae 876 + + – – – Омск-25 32 32 
pae 887 + + – – – Омск-25 128 32 
pae 888 + + – – – Омск-25 32 32 
pae 889 + – – – – Омск-25 8 8 
pae 687 + + – – – Омск-25 256 128 
pae 752 + – – – – Магнитогорск-27 16 4 
pae 590 – – – – – Магнитогорск-28 16 8 
pae 591 – – – – – Магнитогорск-28 16 32 
pae 602 + – – – – Екатеринбург-29 16 8 
pae 610 + + – – – Екатеринбург-29 8 8 
pae 776 + – – – – Екатеринбург-29 16 8 
unk 795 – – – – – Москва-3 256 128 

 
* kpn – Klebsiella pneumoniae; **pae – Pseudomonas aeruginosa; ***pmа – Stenotrophomonas maltophi
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AN INVESTIGATION OF METAL-βββββ-LACTAMASE OCCURRENCE IN

RUSSIAN FEDERATION

Ye.A. Cherkashin, V.V. Fedorchuk, D.V. Ivanov, S.V. Sidorenko, V.I. Tishkov

(Division of Chemical Enzymology)

Pseudomonas aeruginosa  is one of the most significant pyoinflammatory pathogens which
can cause severe suppurative complications and even lead to lethal outcome. The wide use
of carbopenemes, that are «the last defence line» after penicillin and cephalosporin-based
beta-lactame antibiotics, brought to the appearance of Pseudomonas aeruginosa  stains
with high resistance level to these antibiotics. The cause for carbopenem resistance
formation is acquiring of metallo-beta lactamase gene by pathogene stain, which is
capable for digestion of even synthetic beta-lactame antibiotics of last generation. 49
stains of  Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae and Stenotrophomonas maltophi
genuses with high phenotype resistance (MIC>8) to meropenem or imepenem from
hospitals and clinics of Moscow, St. Peterburg, Yaroslavl’, Irkutsk, Saratov, Omsk,
Kazan’, Magnitogorsk, Ekaterinburg were analysed. It was shown that 33 of 49 strains
contain metallo-beta lactamases type VIM1 and VIM2. Two strains also had metallo-beta
lactamases type IMP1 as well as VIM1.

Ðàáîòà âûïîëíåíà ïðè ôèíàíñîâîé ïîääåðæêå ãðàíòà ÐÔÔÈ ¹ 05-05-49113(2005-2007).

IMP1, à òàêæå ãåí VIM1. Èçó÷åííûå øòàììû ìîæ-
íî ðàçäåëèòü ïðèáëèçèòåëüíî íà òðè ãðóïïû. Â ïåð-
âóþ, ñàìóþ ìíîãî÷èñëåííóþ, âõîäÿò øòàììû, èìåþ-
ùèå îäíîâðåìåííî ãåíû VIM1 è  VIM2.  Âòîðóþ
ãðóïïó ñîñòàâëÿþò øòàììû, ñîäåðæàùèå òîëüêî ãåí
VIM1. Ê òðåòüåé ãðóïïå ìîæíî îòíåñòè 2 øòàììà, â
êîòîðûõ ïîìèìî ãåíà VIM1 ñîäåðæèòñÿ åùå è ãåí
IMP1 ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçû.

Àíàëèçèðóÿ ïîëó÷åííûå ðåçóëüòàòû, ìîæíî çàêëþ-
÷èòü, ÷òî â åâðîïåéñêîé ÷àñòè Ðîññèéñêîé Ôåäåðà-

öèè, êàê è â îñòàëüíûõ ñòðàíàõ Çàïàäíîé è Âîñòî÷-
íîé Åâðîïû, ðàñïðîñòðàíåíà ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçà
VIM. Íàëè÷èå ìåòàëëî-áåòà-ëàêòàìàçû IMP1 â øòàì-
ìàõ, îòîáðàííûõ â ßðîñëàâëå è Òîìñêå, ñâèäåòåëü-
ñòâóåò îá èõ âîñòî÷íîàçèàòñêîì ïðîèñõîæäåíèè, ïî-
ñêîëüêó øòàììû ñ ãåíîì ýòîãî ôåðìåíòà õàðàêòåðíû
èìåííî äëÿ ýòîãî ðåãèîíà [3]. Áîëåå òî÷íûå õàðàêòå-
ðèñòèêè íàéäåííûõ â èññëåäóåìûõ øòàììàõ ãåíîâ
áóäóò ïîëó÷åíû ïîñëå ñåêâåíèðîâàíèÿ èõ ïîñëåäîâà-
òåëüíîñòåé ÄÍÊ.
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