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чувствительностью к хлоргексидину

   

Резюме

Актуальность. Всемирная организация здравоохранения опубликовала перечень резистентных бактерий, представляющих 

наибольшую угрозу для общества. Среди них наиболее важными (критически высокий уровень приоритетности) являются 

штаммы Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter baumannii, резистентные к карбапенемам, а также энтеробактерии, проду-

цирующие бета-лактамазы расширенного спектра и карбапенемазы. Цель. Провести сравнительный анализ чувствительности 

к хлоргексидину множественно-резистентных грамотрицательных бактерий, возбудителей инфекционных состояний у пациен-

тов различных медицинских организаций и изучить связь между наличием генов резистентности и минимальной ингибирующей 

концентрацией хлоргексидина. Материалы и методы. В исследование включено 138 штаммов множественно-резистентных 

грамотрицательных бактерий, выделенных в 2018–2019 гг. из различного клинического материала. Чувствительность изолятов 

к антимикробным препаратам определяли с помощью приборов Vitek-2 compact и Phoenix М50, чувствительность к хлоргекси-

дину – методом серийных разведений. Детекцию генов резистентности проводили методом ПЦР в режиме реального времени. 

Результаты. Наименьший уровень устойчивости к хлоргексидину выявлен среди штаммов E. coli (МИК90 16 мг/л), остальные 

штаммы характеризовались высокой устойчивостью: МИК90 P. aeruginosa и A. baumannii 128 мг/л, K. pneumoniae, E. cloacae 

и P. mirabilis – 256 мг/л. Наибольшая частота обнаружения генов карбапенемаз отмечена у штаммов K. pneumoniae – 56,0% 

и P. aeruginosa – 48,1%. Широкое распространение получили гены cepA (энтеробактерии – 47,8%, A. baumannii – 42,9%), гены qacE, 

qacEΔ1 чаще выявлялись у неферментирующих грамотрицательных бактерий, чем у энтеробактерий. Заключение. По результа-

там выполненного исследования нами не выявлено значимой корреляции между наличием/отсутствием генов резистентности 

и МИК хлоргексидина у грамотрицательных бактерий. Однако, принимая во внимание сложный механизм адаптивной реакции 

бактерий на воздействие хлоргексидина и в целях исполнения концепции профилактики инфекций, связанных с оказанием 

медицинской помощи, предлагается продолжить проведение динамического мониторинга устойчивости микроорганизмов 

к антисептикам, дезинфектантам и антибиотикам.
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Prevalence of Carbapenemase Genes, qacE, qacEΔ1 and cepA in Multidrug-Resistant Gram-Negative Bacteria with Different 

Susceptibility to Chlorhexidine
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4 Russian Medical Academy of Postgraduate Education, Moscow

Abstract

Relevance The World Health Organization has provided a list of resistant bacteria that pose the greatest threat to society. Among 

them, the most important (critically high priority level) are Pseudomonas aeruginosa and Acinetobacter baumannii strains resistant to 

carbapenems, as well as enterobacteriaceae producing extended spectrum beta-lactamases and carbapenemases. Aim. To conduct 

a comparative analysis of the sensitivity to chlorhexidine of multiply-resistant gram-negative bacteria, the causative agents of infectious 

conditions in patients of various medical organizations, and to study the relationship between the presence of resistance genes and the 

minimum inhibitory concentration of chlorhexidine. Materials & methods. The study included 138 Gram-negative multidrug-resistant 

strains isolated during 2018–2019 from various clinical specimens. Susceptibility of the isolates to antibiotics were determined using 

Vitek-2 compact and Phoenix М50, susceptibility to chlorhexidine were determined by agar dilution method. The resistance genes 

were detected by the real-time PCR method. Results. The lowest level of resistance to chlorhexidine was determined in E. coli strains 

(MIC90 16 mg/l), other strains were highly resistant: MIC90 of P. aeruginosa and A. baumannii – 128 mg/l, K. pneumoniae, E. cloacae 

и P. mirabilis – 256 mg/l. The highest frequency of detection of carbapenemase genes observed in K. pneumoniae strains – 56.0% 

and P. aeruginosa – 48.1%. High prevalence of cepA gene was found out (the strains of enterobacteria – 47.8%, A. baumannii – 

42.9%), genes qacE, qacEΔ1 were more often detected in non-fermenting Gram-negative bacteria then in enterobacteria. Conclusion. 

According to the results of our study, we did not reveal a significant correlation between the presence or absence of resistance genes 

and MIC of chlorhexidine in Gram-negative bacteria. However, taking into account complex mechanism of the adaptive response 

of bacteria to the effects of chlorhexidine, and to implement the concept of preventing health care-associated infections, it is proposed 

to continue dynamic monitoring of the resistance of microorganisms to antiseptics, disinfectants and antibiotics.

Key words: Gram-negative bacteria, resistance to antibiotics, chlorhexidine, cepA, qacE, qacEΔ1
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Введение
Инфекции, связанные с оказанием меди-

цинской помощи (ИСМП),  – одна из наиболее 
актуальных в мире современных проблем, воз-
никающих при создании безопасной больничной 
среды в  многопрофильных стационарах [1,2]. Так, 
в России, по данным официальной статистики, еже-
годно регистрируется около 25–30 тыс. случаев 
внутрибольничных инфекций (ВБИ), однако реаль-
ное их количество составляет не менее 2–2,5 млн 
[1]. В случае развития внутрибольничной инфекции 
риск летального исхода возрастает в 5–7 раз, сто-
имость лечения в  3–4 раза [3], а общий экономи-
ческий ущерб при этом, по мнению ряда экспертов, 
может достигать 300 млрд рублей в год [4]. Эти дан-
ные соотносятся с данными по Европейскому сою-
зу и Европейскому экономическому пространству, 
где ежегодно происходит от 2,6 до 4 млн новых 
случаев ИСМП среди госпитализированных боль-
ных, а число смертей в ЕС, обусловленное устойчи-
востью к антимикробным препаратам, по оценкам 
экспертов, составляет около 33–37 тыс. в год [5,6].

Причем, несмотря на значительную роль в этио
логическом процессе ВБИ грамположительных 
микроорганизмов, особую опасность представля-
ют штаммы грамотрицательных бактерий с мно-
жественной резистентностью к антимикробным 
препаратам (АМП), способные длительное время 
сохраняться на объектах больничной среды [7–12].

В 2017 г. Всемирная организация здравоох-
ранения составила перечень резистентных бак-
терий, представляющих наибольшую угрозу для 
общества. Среди них наиболее важными (крити-
чески высокий уровень приоритетности) являются 
штаммы Pseudomonas aeruginosa и Acinetobacter 
baumannii, резистентные к карбапенемам, а  так-
же энтеробактерии, продуцирующие бета-лакта-
мазы расширенного спектра и карбапенемазы 
[13,14]. И  в  последние годы именно проблема 
появления грамотрицательных бактерий, рези-
стентных к  целому ряду АМП, а  также к  действию 
дезинфицирующих средств, является ключевой для 
многопрофильных лечебных учреждений нашей 
страны [9].
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Так, наряду с объектами больничной среды 
важным звеном эпидемической цепи являются 
пациенты и персонал медицинских организаций, 
выступающие в роли своеобразной экологической 
ниши не только для передачи, но и для сохранения 
и селекции инфекционных агентов. В  целях про-
филактики возникновения и распространения ВБИ 
в  медицинских организациях, обеспечения биобе-
зопасности пациентов и персонала осуществляется 
комплекс санитарно-противоэпидемических меро-
приятий, один из наиболее действенных методов 
которого  – применение различных дезинфектан-
тов и антисептиков. [1, 3, 15, 16]. Однако широкое 
бесконтрольное использование дезсредств вызы-
вает возникновение резистентности к  ним микро-
организмов, которая в сочетании с устойчивостью 
к  АМП может привести к  эпидемическому распро-
странению опасных штаммов.

Одним из механизмов устойчивости бактерий 
к  дезинфектантам и антисептикам является экс-
прессия системы эффлюкса, которая кодируется 
генами qacE, qacEΔ1, cepA, широко распростра-
ненными среди грамотрицательных бактерий 
[17–20]. Описано, что гены группы qac (quaternary 
ammonium compound – четвертичное аммониевое 
соединение) часто выявляются в  ассоциации с ге-
нами, кодирующими устойчивость к  АМП разных 
групп, в том числе к β-лактамам (карбапенемазы), 
так как обе группы генов локализуются в плазмид-
опосредованных интегронах класса 1. Принимая 
во  внимание данный факт, следует учитывать воз-
можность неспецифической селекции антибио-
тикорезистентных штаммов грамотрицательных 
бактерий при нерациональном применении дезин-
фектантов и антисептиков.

В литературе описана способность к адаптации 
микроорганизмов к  субингибирующим концентра-
циям антимикробных препаратов разных групп, 
сниженная чувствительность и/или устойчивость 
к ним возбудителей ИСМП вследствие мутаций или 
передачи генов резистентности [21–24]. Однако, 
несмотря на высокую этиологическую значимость 
грамотрицательных бактерий в  структуре воз-
будителей ИСМП, сведения о распространении 
устойчивости к  антисептическим средствам и ме-
ханизмах резистентности у штаммов, выделенных 
в  медицинских организациях, разрозненны и не-
многочисленны, в  том числе в  отношении широко 
применяемого препарата хлоргексидин [25, 26].

Цель работы – провести сравнительный анализ 
чувствительности к хлоргексидину множественно-ре-
зистентных грамотрицательных бактерий, возбудите-
лей инфекционных состояний у пациентов различных 
медицинских организаций и изучить связь между на-
личием генов резистентности и минимальной ингиби-
рующей концентрацией хлоргексидина.

Материалы и методы
Источники бактериальных изолятов. В  ис-

следование включено 138 множественно-
резистентных штаммов грамотрицательных 
бактерий, в  том числе 51 штамм (37,0%), у ко-
торого были выявлены гены наиболее распро-
страненных металло-β-лактамаз (VIM, IMP, NDM) 
и  сериновых карбапенемаз (KPC, OXA-48). Все 
изоляты были выделены в  период с  01.07.2018 г. 
по 01.07.2019  г. от взрослых пациентов военно-
го клинического госпиталя Москвы  – 83 изолята, 
от взрослых пациентов многопрофильного стацио-
нара и поликлинических отделений – 45 изолятов, 

Рисунок 1. Распределение изолятов грамотрицательных бактерий в зависимости от исследованного 
клинического материала, % (n = 138)
Figure 1. Allocation of isolates of the Gram negative bacteria depending of specimen
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а  также от  детей многопрофильного стационара 
и  детской поликлинической сети двух районов 
Санкт-Петербурга  – 10  изолятов. Распределение 
изолятов в  соответствии с  источниками их выде-
ления представлено на рисунке 1, видовой состав 
протестированных штаммов – в таблице 1.

Выделение, идентификация и  хранение изо-
лятов. Посев материала и  выделение чистых 
культур выполняли традиционными микробио-
логическими методами с  использованием стан-
дартных питательных сред. Идентификацию 
изолятов проводили с  помощью анализаторов 
Vitek-2 compact (bioMerieux, Франция) и  Phoenix 
М50  (BectonDickinson, США). Изоляты тестировали 
сразу после их выделения и идентификации, далее 
хранили в  полужидком агаре при 4–8 °C с  вос-
полнением запаса рабочей культуры через 3, 6 
и 9 месяцев.

Определение чувствительности к  антимикроб-
ным препаратам. Определение чувствительности 

к  антимикробным препаратам проводили также 
с  помощью приборов Vitek-2 compact (bioMerieux, 
Франция), Phoenix М50  (Becton Dickinson, США) 
и интерпретировали в соответствии с критериями, 
обозначенными в  Клинических рекомендациях 
«Определение чувствительности микроорганизмов 
к  антимикробным препаратам», версия 2018-03 
[27]. Для контроля качества определения чувстви-
тельности к  АМП использовали штаммы E.  coli 
ATCC 25922, E. coli ATCC 35218, P. aeruginosa 
ATCC 27853.

Определение чувствительности к хлоргексидину. 
МИК хлоргексидина определяли методом серийных 
разведений в  агаре. Разведения препарата с  ша-
гом 2 готовили из 20% водного раствора хлор-
гексидина биглюконата  – Дезин (Дезиндустрия, 
Россия) и  добавляли в  агар Мюллера-Хинтон 
(Oxoid, Великобритания) в  концентрациях от  1 
до 256 мг/л. Готовили суспензии суточных куль-
тур грамотрицательных бактерий плотностью 0,5 

Таблица 1. Видовой состав исследованных изолятов грамотрицательных бактерий
Table 1. Species composition of the studied isolates of the Gram negative bacteria

Таблица 2. Характеристика используемых в работе праймеров
Table 2. List of primers used in the study

Вид микроорганизма
Pathogens

Количество изолятов
No. of isolates

Абс.
No %

Escherichia coli 24 17,4

Klebsiella pneumoniae 50 36,3

Klebsiella ozaenae 1 0,7

Enterobacter cloacae 5 3,6

Proteus mirabilis 5 3,6

Morganella morganii 1 0,7

Citrobacter braakii 1 0,7

Citrobacter freundii 1 0,7

Providencia rettgeri 1 0,7

Serratia marcescens 1 0,7

Pseudomonas aeruginosa 27 19,6

Acinetobacter baumannii 21 15,3

Всего:
Total: 138 100,0%

Наименование гена
Gene name

Олигонуклеотидные последовательности (5’–3’)
Sequence 5'–3'

Ссылка
Reference

Температура отжига
Annealing temperature

qacE F-CCCGAATTCATGAAAGGCTGGCTT
R-TAAGCTTTCACCATGGCGTCGG [18] 55 °C

qacEΔ1 F-TAGCGAGGGCTTTACTAAGC
R-ATTCAGAATGCCGAACACCG [26] 55 °C

cepA F-CAACTCCTTCGCCTATCCCG
R-TCAGGTCAGACCAAACGGCG [25] 66 °C
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по McFarland, разводили в  стерильном физиоло-
гическом растворе до 107 КОЕ/мл и  наносили на 
поверхность агара с  разными концентрациями 
препарата по 5 мкл, включая контрольные чашки 
без хлоргексидина. После высыхания капель по-
севы инкубировали при 35 °С 48 ч и  проводили 
учет через 24 и 48 ч, принимая за МИК минималь-
ную концентрацию хлоргексидина, подавляющую 

рост бактерий. Для контроля качества определения 
чувствительности к  хлоргексидину использовали 
штамм E. coli ATCC 25922.

Выявление генов резистентности. Выделение 
тотальной ДНК проводили из суточных культур 
исследуемых штаммов, выращенных на среде 
Мюллера-Хинтона (Oxoid, Великобритания) при 
37 °C. Далее материал, полученный в  результате 

Таблица 3. Доля устойчивых к антимикробным препаратам изолятов (%) среди протестированных 
грамотрицательных бактерий
Table 3. Part of antibiotic-resistant isolates (%) among the studied strains of the Gram negative bacteria

Антимикробный препарат
Antimicrobial agent

Группы природной устойчивости
Intrinsic resistance groups

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

Группа 4
Group 4

Группа 5
Group 5

E. coli 
(n=24)

P. mirabilis 
(n=5)

Klebsiella 
spp. (n=51)

E. cloacae, 
C. freundii, 
C. braakii, 
M. morga-

nii, S. marc-
escens, 

P. rettgeri 
(n=10)

P. aerugino-
sa (n=27)

A. bauman-
nii (n=21)

Ампициллин
Ampicillin 100,0 100,0 100,0 100,0 – –

Амоксициллин/клавуланат
Amoxicillin/Clavulanate 91,7 80,0 96,1 100,0 – –

Пиперациллин/тазобактам
Piperacillin/Tazobactam 33,3 – 90,2 80,0 96,3 –

Цефуроксим
Cefuroxime 100,0 80,0 100,0 90,0 – –

Цефтазидим
Ceftazidime 79,2 80,0 94,1 70,0 92,6 95,2

Цефотаксим
Cefotaxime 100,0 80,0 96,1 80,0 – –

Цефтриаксон
Ceftriaxone 100,0 80,0 100,0 80,0 – 100,0

Цефепим
Cefepime 87,5 80,0 94,1 80,0 77,8 90,5

Имипенем
Imipenem 8,3 10,0 35,3 10,0 92,6 71,4

Меропенем
Meropenem 8,3 10,0 37,3 10,0 70,4 76,2

Эртапенем
Ertapenem 25,0 20,0 52,9 30,0 – –

Азтреонам
Aztreonam 83,3 100,0 100,0 80,0 85,2 –

Гентамицин
Gentamicin 54,2 100,0 92,2 50,0 81,5 95,2

Амикацин
Amikacin 13,3 40,0 49,0 10,0 48,1 85,7

Триметоприм/сульфаметоксазол
Trimethoprim/sulfamethoxazole 79,2 100,0 88,2 50,0 – 85,7

Ципрофлоксацин
Ciprofloxacin 83,3 60,0 94,1 50,0 88,9 90,5

Примечание: «–» – исследование не проводилось
Note: no studies were conducted
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нескольких касаний газона петлей, помещали 
в 200 мкл ТЕ (10 мМТрисHCl ph8.0, 1мм ЭДТА) бу-
фера в  пробирки «Eppendorf», ресуспендировали 
с  помощью вортекса и  выделяли бактериальную 
ДНК с  помощью комплекта реагентов «Рибопреп» 
(ФГУН ЦНИИЭ Роспотребнадзора, Россия).

Детекцию генов резистентности проводили ме-
тодом мультиплексной ПЦР в  режиме реального  
времени с  использованием амплифика-
тора CFX  96 (BioRad, США). Для выявле-
ния генов карбапенемаз VIM, IMP, NDM, KPC, 
OXA-48 использовали наборы «Амплисенс®MDRMBL-
Fl», «Амплисенс® MDRKPC/OXA-48-Fl» (ФГУН ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора, Россия). Детекцию генов qacE, 
qacEΔ1, cepA выполняли с  помощью реагентов:  
10х буфер «как-то Taq» с  добавлением SYBRGreen  – 
2  мкл, смесь dNTP, 5 mMоль каждого (дезок-
синуклеотидтрифосфат)  – 1 мкл, праймеры, 
прямой и  обратный, 20  пМоль/мкл  – по 0,5 мкл, 
Taq-полимераза, 5 ед.а.  – 0,5 мкл (все вышеуказан-
ные компоненты компании BioBeagle, Россия), вода 
дистиллированная  – 10,5 мкл, ДНК бактериаль-
ная  – 1–2  нг (5мкл) по программе амплификации 
в  соответствии с  рекомендациями производителя. 
Характеристика праймеров представлена в таблице 2.

Статистический анализ. Статистическую обра-
ботку данных выполняли с  помощью пакета про-
грамм Microsoft Office Excel 2013 для Windows 8.1. 
Для анализа результатов исследования рассчи-
тывали относительные экстенсивные показатели 
(проценты). Достоверность различий оценивали 

по критерию Хи-квадрат Пирсона (χ2). Различия счи-
тали статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
За период исследования протестировано 

138  множественно-резистентных изолятов грам
отрицательных бактерий, выделенных от пациентов 
различных медицинских организаций. Результаты 
определения чувствительности к  антибиотикам 
(доля устойчивых изолятов по  группам природной 
резистентности) [28] и  хлоргексидину (распределе-
ние МИК, МИК

50
  и МИК

90
) всех штаммов, включен-

ных в исследование, представлены в таблицах 3, 4.
Как видно из представленных данных, проте-

стированные штаммы энтеробактерий характери-
зовались высокой устойчивостью к амоксициллин/
клавуланату (от 91,7% до 100,0% изолятов), аз-
треонаму (от 83,3% до 100,0% изолятов) и  цефа-
лоспоринам III–IV поколений (от 79,2% до 100,0% 
изолятов). Высокую активность в отношении боль-
шинства энтеробактерий сохранили карбапенемы 
(8,3–20,0% устойчивых изолятов), однако доля 
устойчивых изолятов была значительной среди 
клебсиелл (35,3–52,9% изолятов). Устойчивость 
к  препаратам других групп также была высо-
кой: триметоприм/сульфаметоксазол  – от  50,0% 
до  100,0%, ципрофлоксацин  – от  50,0% до  94,1%, 
при этом высокую активность показал амикацин – 
от  10,0% до  49,0% устойчивых изолятов. Штаммы 
A.  baumannii и  P. aeruginosa характеризовались 
устойчивостью к  большинству протестированных 

Таблица 4. Минимальные ингибирующие концентрации хлоргексидина биглюконата протестированных 
грамотрицательных бактерий
Table 4. Minimum inhibitory concentration values of chlorhexidine digluconate in the studied isolates of the Gram 
negative bacteria

Примечание: «–» – изолятов с данными свойствами не выявлено. 
Note: no isolates with these properties were found.

Вид микроорга-
низма 

Pathogens (n)

Количество изолятов со значением МИК, мг/л
No. of isolates with MIC value, mg/l

МИК, мг/л
MIC, mg/

1 2 4 8 16 32 64 128 256 МИК50
MIC50

МИК90
MIC90

E. coli (24) – – 11 9 2 1 – 1 – 8 16

K. pneumoniae (50) – – 1 4 – 11 14 13 7 64 256

K. ozaenae (1) – – – – – – 1 – – – –

E. cloacae (5) – – – – – – – 3 2 128 256

P. mirabilis (5) – – – – – – 1 3 1 128 256

M. morganii (1) – – – – – – – 1 – – –

C. braakii (1) – – – – – – 1 – – – –

C. freundii (1) – – – – – – 1 – – – –

P. rettgeri (1) – – – – – – – 1 – – –

S. marcescens (1) – – – – – 1 – – – – –

P. aeruginosa (27) – – – – 8 11 5 2 1 32 128

baumannii (21) – – – – 1 2 8 9 1 64 128
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АМП на  уровне 76,2–100,0%. Наименьшее число 
устойчивых изолятов выявлено среди A. baumannii 
в  отношении имипенема  – 71,4%, среди 
P. aeruginosa в отношении меропенема и амикаци-
на – 70,4% и 48,1% соответственно.

Уровень устойчивости изолятов к  хлоргексиди-
ну среди множественно-резистентных грамотрица-
тельных бактерий был наименьшим среди E. coli 
(МИК

50
  и МИК

90
  8  мг/л и  16 мг/л соответствен-

но). Следует отметить, что МИК хлоргексидина 
изолятов E. coli находилась в  широком диапазоне 

(4–128  мг/л), так же как и  K.  pneumoniae (4–
256  мг/л), однако МИК

50
  и МИК

90
  у последних 

была выше  – 64 мг/л и  256  мг/л соответствен-
но. МИК хлоргексидина для остальных энтеробак-
терий была 32  мг/л и  выше, МИК

50
  и МИК

90
  для 

E. cloacae и  P. mirabilis составили 128  мг/л 
и  256  мг/л соответственно. Значения МИК хлор-
гексидина для неферментирующих грамотрица-
тельных бактерий составили 16  мг/л и  выше, 
МИК

50
 и МИК

90 
P. aeruginosa – 32 мг/л и 128 мг/л, 

A. baumannii – 64 мг/л и 128 мг/л соответственно.

Таблица 5. Видовой состав изолятов грамотрицательных бактерий, несущих гены металло-β-лактамаз 
и сериновых карбапенемаз
Table 5. Species composition of the Gram negative bacteria isolates with metallo-β-lactamases or serine 
carbapenemases genes

Таблица 6. Видовой состав изолятов грамотрицательных бактерий, несущих qacE, qacEΔ1 и cepA
Table 6. Species composition of the Gram negative bacteria isolates with qacE, qacEΔ1 and cepA genes

Примечание: «–» – изолятов с данными свойствами не выявлено.
Note: no isolates with these properties were found.

Примечание: «–» – изолятов с данными свойствами не выявлено.
Note: no isolates with these properties were found.

Вид микроорга-
низма Pathogens 

(n)

Количество изо-
лятов

No. of isolates

Количество изолятов, несущих гены
металло-β-лактамаз и сериновых карбапенемаз

No. of isolates with metallo-β-lactamases and serine 
carbapenemases genes

В том числе изоляты 
с ассоциациями генов
Including isolates with 

genes associations

blaNDM blaVIM blaOXA-48 blaNDM+blaOXA-48

E. coli (24) 5 3 1 1 –

K. pneumoniae (50) 28 22 1 12 7

K. ozaenae(1) 1 1 – – –

E. cloacae(5) 1 – – 1 –

S. marcescens(1) 1 – – 1 –

P. aeruginosa (27) 13 – 13 – –

A. baumannii (21) 2 – 2 – –

Всего: 51 26 17 15 7

Вид 
микроорганизма 

Pathogens (n)

Количество 
изолятов

No. of 
isolates

Количество изолятов, 
несущих гены

No. of isolates with genes

В том числе изоляты с ассоциациями генов
Including isolates with genes associations

qacE qacEΔ1 cepA qacE+cepA qacEΔ1+cepA qacE+qacEΔ1+cepA

E. coli (24) 13 3 2 10 1 1 –

K. pneumoniae (50) 30 10 7 25 2 2 4

E. cloacae (5) 3 1 2 1 – 1 –

P. mirabilis (5) 5 1 1 4 1 – –

C. braakii (1) 1 – 1 1 – 1 –

C. freundii (1) 1 – 1 1 – 1 –

P. rettgeri (1) 1 – 1 1 – 1 –

P. aeruginosa (27) 13 6 5 4 – – 1

A. baumannii (21) 12 4 5 9 3 1 1

Всего: 79 25 25 56 7 8 6
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Таблица 7. Корреляция между минимальной ингибирующей концентрацией хлоргексидина биглюконата 
и наличием генов qacE, qacEΔ1и cepA
Table 7. Correlation between chlorhexidine digluconate minimum inhibitory concentration and the presence of qacE, 
qacEΔ1and cepA genes

Таблица 8. Корреляция между наличием генов устойчивости к карбапенемам и хлоргексидину
Table 8. Correlation between the presence of genes of carbapenemases and chlorhexidine digluconate resistance

Вид микроорганизма 
Pathogens (n)

qacE, qacEΔ1,cepA (n)
МИК, мг/л
MIC, mg/l

Критерий
 Хи-квадрат*

Pearson’s 
chi-squared*

Значение p
P valueДа

Yes
Нет
No

E. coli (24)
3 1 >8

0,134 0,715
10 10 ≤ 8

K. pneumoniae (50)
6 1 > 128

1,170 0,280
24 19 ≤ 128

P. aeruginosa (27)
2 1 > 64

0,005 0,946
11 13 ≤ 64

A. baumannii (21)
1 0 > 128

0,022 0,883
11 9 ≤ 128

Примечание: * Хи-квадрат Пирсона от 0,005 до 1,170 при критическом значении 3,841 – различия не достоверны (p > 0,05).
Note: * Pearson’s chi-squared from 0.005 to 1.170 with a critical value of 3.841 -– the differences are not significant (p > 0.05).

Примечание:* Хи-квадрат Пирсона от 0,007 до 1,839 при критическом значении 3,841 – различия не достоверны (p > 0,05).
Note: Pearson’s chi-squared from 0.007 to 1.839 with a critical value of 3.841 - the differences are not significant (p>0.05).

Вид микроорганизмов 
Papthogens (n)

qacE, 
qacEΔ1, 

cepA 
(n)

NDM (n) VIM (n) OXA-48 (n) NDM, VIM, 
OXA-48 (n)

Да
Yes

Нет
No

Да
Yes

Нет
No

Да
Yes

Нет
No

Да
Yes

Нет
No

E. coli (24)

Да 
Yes 3 10 1 12 0 13 4 9

Нет 
No 0 11 0 11 1 10 1 10

Критерий Хи-квадрат*
Pearson’s chi-squared* 1,175 0,007 0,007 0,638

K. pneumoniae (50)

Да 
Yes 16 14 1 29 6 24 19 11

Нет 
No 6 14 0 20 6 14 9 11

Критерий Хи-квадрат*
Pearson’s chi-squared* 1,789 0,043 0,224 0,977

P. aeruginosa (27)

Да 
Yes 0 13 4 9 0 13 –

Нет 
No 0 14 9 5 0 14 –

Критерий Хи-квадрат*
Pearson’s chi-squared* – 1,839 – –

A. baumannii (21)

Да 
Yes 0 12 1 11 0 12 –

Нет 
No 0 9 1 8 0 9 –

Критерий Хи-квадрат*
Pearson’s chi-squared* – 0,288 – –

Гены наиболее распространенных металло-β-
лактамаз и  сериновых карбапенемаз выявлены 

у 40,0% штаммов энтеробактерий, 9,5% A. baumannii 
и 48,1% P. aeruginosa (табл. 5).
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Как видно из представленных данных, наи-
большая частота обнаружения генов карбапене-
маз отмечена у  штаммов K. pneumoniae  – 56,0% 
и  P.  aeruginosa  – 48,1%, при этом у  14,0% штам-
мов K. pneumoniae одновременно выявлены гены 
карбапенемаз NDM и OXA-48. Штаммов бактерий, 
несущих гены карбапенемаз IMP, KPC не выявлено.

По результатам детекции генов экспрессии си-
стемы эффлюкса, как наиболее распространенно-
го механизма устойчивости к хлоргексидину, 60,0% 
штаммов энтеробактерий, 57,1% A. baumannii 
и 48,1% P. aeruginosa обладали генами группы qac 
и cepA (табл. 6).

Среди протестированных изолятов энтеробакте-
рий частота обнаружения генов qacE, qacEΔ1, cepA 
составила соответственно 16,7%, 16,7% и  47,8%, 
в том числе среди изолятов A. baumannii – 19,0%, 
23,8% и  42,9%, а  P. aeruginosa  – 22,2%, 18,5% 
и  14,8% соответственно. Следует отметить, что 
МИК хлоргексидина различалась не только у  изо-
лятов разных видов, но и у штаммов в зависимости 
от наличия генов qac и cepA (табл. 7).

Пороговым значением МИК хлоргексидина 
была выбрана МИК

90
  для штаммов указанных ви-

дов грамотрицательных бактерий, не имеющих ге-
нов системы эффлюкса. Полученные нами данные 
не выявили корреляции между МИК хлоргексидина 
и присутствием генов qacE, qacEΔ1, cepA (p > 0,05).

Одновременное наличие генов карбапене-
маз и  эффлюкс-генов qacE, qacEΔ1, cepA выяв-
лено у  16,7% E. coli, 38,0% K. pneumoniae,14,8% 
A. baumannii и 4,8% P. aeruginosa (табл. 8).

Как видно из представленных данных, нами не 
выявлено корреляции между наличием генов кар-
бапенемаз и  эффлюкс-генов qacE, qacEΔ1, cepA 
(p > 0,05).

Все изоляты грамотрицательных бактерий, 
включенные в  исследование, характеризовались 
высоким уровнем устойчивости к АМП. Полученные 
нами данные соответствуют уровню устойчиво-
сти нозокомиальных штаммов энтеробактерий, 
A.  baumannii и  P. aeruginosa по  результатам мно-
гоцентровых исследований «МАРАФОН» [29–31]. 
В  совокупности с  опубликованными нами ранее 
данными полученные результаты подтверждают 
высокий уровень антибиотикорезистентности и со-
храняющуюся тенденцию к  ее нарастанию среди 
возбудителей инфекционных состояний у  пациен-
тов различного профиля [32–34].

Полученные нами результаты также сви-
детельствуют о высоком уровне устойчивости 
грамотрицательных бактерий к  хлоргексидину 
(МИК

90
  от  16  мг/л до  256  мг/л), что соответствует 

результатам других авторов [35, 36].
Интересным наблюдением является гетероген-

ность популяций E. coli и  K. pneumoniae по  чув-
ствительности к  хлоргексидину, диапазон МИК 
для которых составил 4–128  мг/л и  4–256  мг/л, 
а  показатель МИК

90
  – 16  мг/л и  256  мг/л со-

ответственно. Принимая во  внимание различный 

уровень природной устойчивости к  АМП данных 
видов, широкий диапазон МИК при невысоком 
значении МИК

90
  у штаммов E. coli может свиде-

тельствовать о тенденции к  нарастанию уровня 
приобретенной резистентности. Аналогичный 
процесс, по-видимому, наблюдается у  штаммов 
K.  pneumoniae и  P. aeruginosa, для которых зна-
чений МИК

50
  и МИК

90
  различались на 2  шага раз-

ведения. Полученные результаты соответствуют 
литературным данным о высокой адаптивности 
микроорганизмов к неблагоприятным воздействи-
ям, в  том числе  – к  воздействию дезинфектантов 
и антисептиков [21,23].

Результаты детекции генов резистентно-
сти свидетельствуют о широком распростране-
нии генов blaNDM и  blaOXA-48  среди штаммов 
K. pneumoniae, blaVIM среди P. aeruginosa. Вместе 
с  тем нами не выявлено превалирования штам-
мов A. baumannii, несущих гены blaVIM, blaIMP 
или blaNDM, по-видимому, вследствие преимуще-
ственного распространения среди данных бак-
терий генов карбапенемаз OXA-24/40, OXA-23, 
OXA-58  [29]. Среди 138  протестированных грам
отрицательных бактерий у  7 (5,1%) изолятов вида 
K. pneumoniae одновременно выявлены гены 
blaNDM и blaOXA-48. Вместе с тем гены устойчиво-
сти к хлоргексидину (qacE, qacEΔ1, cepA) чаще вы-
являлись в ассоциации по 2 или 3 гена у бактерий 
разных видов – 21 (15,2%), чем ассоциации генов 
карбапенемаз. Гены системы эффлюкса не  выяв-
лены у  изолятов видов K. ozaenae, M. morganii 
и  S. marcescens (3), в  то  же время все изоляты 
P.  mirabilis (5) имели гены qacE, qacEΔ1 или cepA, 
однако малое количество протестированных штам-
мов не  позволяет говорить об общей видоспеци-
фичной закономерности распределения данных 
генов. В  целом широкое распространение полу-
чили штаммы с геном cepA (41,7–100,0%), хотя для 
E. cloacae и  P. aeruginosa доля таких штаммов со-
ставила 20,0% и  14,8% соответственно. Частота 
выявления генов qacE, qacEΔ1 была ниже у  эн-
теробактерий, чем у  неферментирующих грам
отрицательных бактерий, и  не превышала 40,0% 
у  отдельных видов за исключением видов, пред-
ставленных единичными изолятами (C. braakii, 
C.  freundii, P. rettgeri). Полученные нами данные 
подтверждают результаты исследований других 
авторов, которые отмечают широкое распростра-
нение указанных генов у множественно-резистент-
ных микроорганизмов [18,26,36].

Несмотря на распространенность генов qacE, 
qacEΔ1, cepA у  грамотрицательных бактерий, ре-
зультаты проведенных нами исследований не  по-
зволяют сделать вывод о корреляции между МИК 
хлоргексидина и  наличием указанных генов, что 
подтверждается данными других авторов [36–39]. 
Вместе с тем в работе A. Abuzaid et al. [40] выявлена 
корреляция между наличием генов qacE, qacEΔ1, 
cepA и  сниженной чувствительностью к  хлоргек-
сидину у  клинических изолятов K.  pneumoniae, 
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в  работе F. A. M. Gomaa et al. [41] опубликованы 
аналогичные данные для A. baumannii, а, по  дан-
ным W. J. Liu et al. [42], карбапенем-резистентные 
изоляты A. baumannii, несущие ген qacE, обладали 
повышенной устойчивостью к  бензалкониум хло-
риду, в то время как изоляты с геном qacEΔ1 таких 
свойств не  имели. Корреляции между наличием 
генов qacE, qacEΔ1, cepA и  генов карбапенемаз, 
по  нашим данным и  других авторов, также не  вы-
явлено. Следовательно, формирование и  распро-
странение устойчивости бактерий к  хлоргексидину 
имеет мультифакторную природу, включая дефект-
ность генов группы qac и  различия в  методологии 
проведения исследований [19,36,43,44].

Заключение
Таким образом, в  соответствии с  проведенными 

исследованиями, среди множественно-резистентных 

грамотрицательных бактерий наибольшее рас-
пространение получили гены cepA, частота об-
наружения которых у  изолятов K. pneumoniae, 
E. coli, A. baumannii составляла от 41,7% до 80,0%, 
в  то время как частота обнаружения генов qacE, 
qacEΔ1 не  превышала 40,0% у  остальных видов. 
Нами не  выявлено существенной корреляции 
между наличием/отсутствием указанных генов 
и  МИК хлоргексидина у  грамотрицательных бак-
терий. Однако, принимая во  внимание сложный 
механизм адаптивной реакции бактерий на воз-
действие хлоргексидина, а  также для получения 
новых данных, следует признать целесообразным 
проведение динамического мониторинга устойчи-
вости микроорганизмов, выделенных из клиниче-
ского материала и  с  объектов больничной среды, 
к  антисептикам, дезинфектантам и  антимикроб-
ным препаратам.
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