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Резюме

 Актуальность. Распространенным механизмом резистентности является синтез ферментов, инактивирующих антибиотик 

(АБ). В конце XX века были открыты бета-лактамазы расширенного спектра действия (БЛРС), широко распространивши-

еся по всему миру. Представители данной группы сложных белковых соединений обладают общими свойствами гидро-

лиза ß-лактамных АБ и отличаются друг от друга аминокислотной последовательностью. Генетическими детерминантами, 

определяющими их синтез, являются гены bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM. Цель. Оценить распространенность встречаемости 

генов bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM у антибиотикорезистентных штаммов энтеробактерий, выделенных из проб пациентов 

перинатального центра. Материалы и методы. В работе исследовали 135 не дублирующих друг друга штаммов БЛРС-

продуцирующих энтеробактерий, выделенных в ходе микробиологического мониторинга с 1 января 2020 г. по 31 декабря 

2021 г. Биологический материал (кал (92), кровь (1), моча (5), отделяемое цервикального канала (33), послед (4)) поступал 

от пациентов перинатального центра (43 женщины и 92 новорожденных ребенка), обследованных как по клиническим пока-

заниям, так и в ходе локального микробиологического мониторинга. Видовую идентификацию выделенных микроорганизмов 

проводили бактериологическим методом, детекцию генов антибиотикорезистентности осуществляли с помощью ПЦР в реаль-

ном времени.  Результаты и  обсуждение. При проведении исследования из 135 штаммов энтеробактерий у 87 (64,4%) 

успешно определены изучаемые генетические детерминанты антибиотикорезистентности. Из 26 исследованных штаммов 

Klebsiella pneumonia у 24 (92,3%) удалось установить детерминанты устойчивости к АБ, 50% которых представлены bla-CTX-M. 

Из 66 штаммов Escherichia coli у 59 (89,33%) определен генетический профиль антибиотикорезистентности, в котором также 

преобладает bla-CTX-M (67,80%). Однако лишь у 8,10% штаммов Enterobacter cloacae удалось определить наличие изучаемых 

генов. K. pneumoniae, несущая сразу три гена антибиотикорезистентности bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM, была выделена одно-

кратно из пробы отделяемого цервикального канала женщины в возрасте 27 лет. Штаммы E. coli, обладающие геном CTX-М, 

были выделены у 3 пар «мать-ребенок» из 135 штаммов энтеробактерий: у матерей – из отделяемого цервикального канала 

в третьем триместре беременности, у новорожденных – из фекалий в первую недели жизни, что может свидетельствовать 

о возможной передаче устойчивого к АБ микроорганизма либо внутриутробно, либо при прохождении через родовые пути. 

Выводы. Доминирующим геном, обеспечивающим устойчивость к АБ среди БЛРС является ген bla-CTX-M. Количество штам-

мов с установленным генетическим профилем устойчивости к АБ достоверно меньше среди Enterobacter cloacae (р < 0,001). 

С  целью более подробного изучения генетического профиля и  установления механизмов формирования антибиотикорези-

стентности необходимо расширить панель определяемых генов.
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Abstract

Relevance A common mechanism of resistance is the synthesis of enzymes that inactivate the antibiotic (AB). Since its discovery 

at the end of the 20th century, ESBLs have spread widely throughout the world. Representatives of this group of complex protein 

compounds have common properties of hydrolysis of ß-lactam antibiotics and differ from each other in amino acid sequence. 

The genetic determinants that determine their synthesis are the  bla-CTX-M, bla-SHV, and bla-TEM genes. Aims. To assess 

the  prevalence of bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM genes in antibiotic-resistant strains of enterobacteria isolated from samples 

of patients of the perinatal center. Materials & Methods. We studied 135 strains of ESBL-producing enterobacteria isolated during 

microbiological monitoring from January 01, 2020 to December 31, 2021. Biological material (feces (92), blood (1), urine (5), 

cervical canal discharge (33), last (4)) came from patients of the perinatal center (43 women and 92 newborns), examined both 

for clinical indications and during local microbiological monitoring. Species identification of  isolated microorganisms was carried 

out by bacteriological method, detection of antibiotic resistance genes was carried out using real-time PCR. Results. In 87 cases 

(64.4%), the studied genetic determinants of antibiotic resistance were successfully identified. Of the 26 studied strains of Klebsiella 

pneumonia, 24 (92.3%) were able to establish the determinants of resistance to AB, 50% of which are represented by bla-CTX-M. 

Out of  66  Escherichia coli, 59 (89.33%) had a genetic profile of  antibiotic resistance, which was also dominated by bla-CTX-M 

(67.80%). However, in the Enterobacter cloacae group, it was possible to determine the presence of the studied genes only in 8.10% 

of cases. K. pneumoniae carrying three antibiotic resistance genes bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM was isolated once from a sample 

of  the cervical canal of a woman aged 27 years. E. coli strains carrying the CTX-M gene were isolated from 3 mother-child pairs 

out of 135 cases: in mothers – from the discharge of  the cervical canal in  the  third trimester of pregnancy, in newborns – from 

feces in the first week of life, which can indicate possible transmission of an AB-resistant microorganism either in utero or through 

the birth canal. Conclusions. Thus, in the course of the study, determinants of antibiotic resistance of enterobacteria isolated from 

patients of the perinatal center were identified in 64.4% of cases. The dominant gene leading to the occurrence of AD among ESBL 

is the bla-CTX-M gene. The number of strains with an established genetic profile of resistance to AB is less among Enterobacter 

cloacae (p<0.001). In order to study the genetic profile in more detail and to identify the mechanisms for the formation of antibiotic 

resistance, it is necessary to expand the detection of observed genes
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Введение
Использование антибактериальных препаратов 

в лечебной практике как на поликлиническом, так 
и на стационарном этапе оказания медицинской 
помощи способствует формированию и дальней­
шему распространению устойчивых к лекарствен­
ным препаратам бактериальных штаммов [1]. 

Недоношенным новорожденным, родившимся 
до 37 недели гестации, часто требуется длитель­
ное пребывание в стационаре после рождения 
в связи с морфологической и функциональной не­
зрелостью отдельных органов или систем, а также 
из-за острой потребности в  инвазивных манипу­
ляциях [2]. Колонизация различных биотопов у та­
ких детей чаще начинается во внутрибольничной 
среде, где существует высокая вероятность инфи­
цирования антибиотикорезистентными штаммами 
условно-патогенных микроорганизмов. Бактерии, 
обладающие генами антибиотикорезистентности, 
в  дальнейшем будут участвовать в  формировании 
резистома человека [3]. В некоторых случаях из-за 
неполноценной иннервации стенок желудочно-ки­
шечного тракта наблюдается снижение перисталь­
тики кишечника и, как следствие, увеличивается 
время пребывания бактерий в  просвете кишки, 
что повышает риск их транслокации через эпите­
лиальный слой в подлежащие ткани и кровеносное 

русло [4]. По данным ряда авторов, последующая 
генерализация инфекционного процесса является 
крайне нежелательной из-за того, что летальный 
исход неонатального сепсиса в некоторых странах 
регистрируется на уровне 18% [5]. В исследовани­
ях, проведенных в  Италии, Бразилии, Швейцарии 
и Испании, у 12–50,0% новорожденных, колони­
зированных бактериями, продуцирующими бета-
лактамазы расширенного спектра действия (БЛРС), 
регистрировалась инфекция кровотока [6]. Одним 
из наиболее часто встречающихся возбудителей 
септицемии является Klebsiella pneumoniae  [7]. 
Данный микроорганизм, ассоциированный с позд­
ним неонатальным сепсисом, в  неонатологии ха­
рактеризуется как способствующий повышению 
уровня заболеваемости, смертности и ограничива­
ющий возможности применения антибактериаль­
ных препаратов. Так, K. pneumoniae и Escherichia 
coli, продуцирующие БЛРС, в  2014 г. явились 
причиной внутрибольничной вспышки в  отделе­
нии интенсивной терапии новорожденных в  од­
ном из  родильных домов в  г. Хаиле (Саудовская 
Аравия)  [8]. В Китае K. pneumoniae занимает тре­
тье место среди грамотрицательных возбудителей 
внутрибольничных инфекций [9,10].

Вместе с тем, антибиотикорезистентные штаммы 
энтеробактерий распространены и  за  пределами 
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лечебных учреждений. В частности, они могут быть 
выделены из  кишечного микробиоценоза у 29,5% 
здоровых детей [11].

Распространенным механизмом резистентно­
сти является синтез ферментов, инактивирующих 
антибиотик (АБ). Феномен БЛРС был открыт в кон­
це XX века и широко распространен во всем мире. 
Представители данной группы сложных белковых 
соединений обладают общими свойствами гидро­
лиза ß-лактамных антибиотиков и отличаются друг 
от друга аминокислотной последовательностью. 
Генетическими детерминантами, определяющи­
ми их синтез, являются гены bla-CTX-M, bla-SHV, 
bla-TEM. БЛРС ТЕМ-типа. обнаруженные в изоляте 
E.  coli, первично выделены из  гемокультуры па­
циента. β-лактамазы SHV-типа, обозначающие 
переменную составляющую сульфгидрила и  ко­
дируемые хромосомами K. pneumoniae, впервые 
описаны в  1985 г. При этом SHV-2 вариант от­
личался от  SHV-1 заменой аминокислоты Gly на 
Ser в  238  положении. Ферменты β-лактамазы 
CTX-M-типа, зарегистрированные одновременно 
в  нескольких странах мира в  конце 1980-х годов, 
и  в  начале XXI были признаны наиболее распро­
страненной группой БЛРС, заменив TEM и  SHV, 
доминирующих ранее [12]. Наблюдение за циркуля­
цией штаммов с определением антибиотикограммы 
является подходом к сдерживанию формирования 
и  распространения устойчивости микроорганиз­
мов к  антимикробным препаратам. Локальный 
мониторинг антибиотикорезистентности, изучение 
механизмов её возникновения играют большую 
роль в  оценке динамики изменения устойчивости 
бактериальных штаммов в  конкретных условиях, 
что может быть использовано при формировании 
клинических протоколов и назначении препаратов 
для эмпирической терапии и  коррекции противо­
эпидемических мероприятий [13]. Источниками 
инфекционных агентов для госпитализированных 
служат другие пациенты, их родственники, ме­
дицинский персонал, а факторами передачи яв­
ляются объекты окружающей среды лечебной 
организации. Скрининг колонизации кишечного 
биотопа рассматривается как один из  методов 
профилактики инфекций, связанных с  оказанием 
медицинской помощи [14]. Следовательно, на ста­
ционарном этапе выхаживания недоношенных де­
тей с сопутствующими патологиями в современных 
условиях необходимо совершенствование суще­
ствующего микробиологического мониторинга для 
своевременного реагирования на распростране­
ние штаммов с большим потенциалом вирулентно­
сти и  антибиотикорезистентности [15,16]. В связи 
с  этим изучение профиля антибиотикорезистент­
ности и  механизмов ее формирования является 
составной частью Стратегии предупреждения рас­
пространения антимикробной резистентности 
в Российской Федерации на период до 2030 года, 
утвержденной Правительством РФ 25.09.2017 
(№2045-р) [17].	 

Цель исследования  – оценить распростра­
ненность генов bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM у анти­
биотикорезистентных штаммов энтеробактерий, 
выделенных от пациентов перинатального центра.

Материалы и методы
В работе исследовали 135 не дублирующих друг 

друга штаммов БЛРС-продуцирующих энтеробак­
терий, выделенных в  ходе микробиологического 
мониторинга с  1 января 2020 г. по 31 декабря 
2021  г. Биологический материал (кал (92 пробы), 
кровь (1 проба), моча (5 проб), отделяемое церви­
кального канала (33 пробы), 4 последа) поступал 
от пациентов перинатального центра (43 женщины 
и 92 новорожденных ребенка), обследованных как 
по клиническим показаниям, так и  в  ходе локаль­
ного микробиологического мониторинга. Спектр 
изучаемых энтеробактерий был представлен 
следующими видами: E. coli (66), K. pneumoniae 
(26), Enterobacter aerogenes (6), Enterobacter 
cloacae (34), Citrobacter freundii (3). 

С целью проведения бактериологическо­
го исследования биологический материал, до­
ставленный в  соответствии с  СП 1.2.036-95.  
1.2.  «Эпидемиология. Порядок учета, хране­
ния, передачи и  транспортирования микро-
организмов I–IV  групп патогенности» и  СанПин 
3.3686-21  «Санитарно-эпидемиологические требо-
вания по профилактике инфекционных болезней», 
утвержденные Постановлением Главного государ-
ственного санитарного врача РФ от  15.02.2021  г. 
№  62500, сеяли на дифференциально-диагности-
ческую питательную среду Эндо (ФБУН ГНЦ ПМБ, 
Россия г. Оболенск) для выделения энтеробактерий 
и  на кровяно-сывороточный агар (основа-Conda, 
Испания) для определения гемолитической актив­
ности выделенных микроорганизмов. Видовую 
идентификацию чистой культуры бактерий, опре­
деление антибиотикочувствительности прово­
дили на  бактериологическом анализаторе VITEK 
2 Сompact (Bio Mérieux, Франция, входит в перечень 
оборудования ЦКП «Инновационный научно-лабо­
раторный центр перинатальной и  репродуктивной 
медицины» ФГБУ «НИИ ОММ» Минздрава России) 
согласно инструкции производителя с использова­
нием карт VITEK 2  GN и  VITEK AST-N101  и  VITEK 
AST-N360. ДНК бактериальных клеток выделяли 
из  культуры микроорганизмов, выращенной в  те­
чение суток при 37 °С с  использованием набора 
«Проба-экспресс» (ООО «Синтол») согласно инструк­
ции производителя. Детекцию генов bla-CTX-M, bla-
SHV, bla-TEM осуществляли методом полимеразной 
цепной реакции в  режиме реального времени 
(ПЦР) в  присутствии интеркалирующего красите­
ля SYBR Green I (ООО «Синтол») на детектирующем 
амплификаторе ДТ Лайт (ДНК-технология, Россия). 
Состав реакционной смеси представлен следующи­
ми компонентами: 2,5х ПЦР буфер Б (KCl, ТрисНCl 
(pH8.8), 6,25мМ MgCl2), SynTaq ДНК-полимераза, 
дезоксинуклеозидтрифосфаты, глицерол, Tween 20; 
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1 мкл 25мМ MgCl2, 5 мкл dd H
2
O, по 1 мкл каждого 

праймера и  2  мкл образца ДНК. Режим амплифи­
кации: первоначальная денатурация проводилась 
при температуре 95 °C в  течение 2  мин, затем 
следовало 30 циклов: денатурация при темпера­
туре 94 °C в течение 15 сек; отжиг праймеров при 
температуре 56 °C для bla-SHV и 58 °C для bla-CTX 
и  bla-TEM в  течение 20 сек; элонгация при тем­
пературе 72  °C в  течение 30 сек; завершающим 
этапом каждого цикла была детекция продуктов 
амплификации. 

Для оценки статистической значимости разли­
чий частоты встречаемости генов использовали 
критерий χ2 Пирсона с поправкой Йейтса.

Результаты и обсуждение
При проведении исследования из 135 штаммов 

энтеробактерий для 87 (64,4%) успешно определе­
ны изучаемые генетические детерминанты анти­
биотикорезистентности, которые представлены 
в таблице 1.

Из 26 исследованных штаммов K. pneumonia 
у 24 (92,3%) удалось установить детерминанты 
устойчивости к  АБ, 50,0% которых представлены 
bla-CTX-M. Из 66 E. coli у 59 (89,3%) определен ге­
нетический профиль антибиотикорезистентности, 
в  котором также преобладает bla-CTX-M (67,8%). 
Однако определить наличие изучаемых ге­
нов удалось лишь у 8,1% штаммов E. cloacae, 
Количество штаммов с  установленными генети­
ческими детерминантами устойчивости к  АБ до­
стоверно меньше среди E. cloacae, чем у других 
исследованных бактерий (р < 0,001), что диктует 
необходимость расширения диагностической пане­
ли генов для понимания механизма формирования 
антибиотикорезистентности.

Проведенное исследование показало, что ген 
bla-CTX-M является наиболее часто встречающим­
ся у устойчивых к  АБ штаммов энтеробактерий, 
выделенных от  пациентов перинатального центра. 

Достоверных отличий в  частоте встречаемости 
гена bla-CTX-M в  штаммах K. pneumoniae и  E. coli 
не выявлено (р = 0,129).

K. pneumoniae, несущая сразу три гена антибио­
тикорезистентности – bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM, 
была выделена однократно из  пробы отделяемого 
цервикального канала женщины в возрасте 27 лет, 
поступившей в  родовое отделение на 31-й  неде­
ле беременности с  преждевременным излитием 
околоплодных вод. Данный штамм был устойчив 
к ампициллин-сульбактаму, амоксициллину/кла­
вуланату, цефотаксиму, цифтриаксону, цефепиму, 
ципрофлоксацину, хлорамфениколу, чувствителен 
к  амикацину, гентамицину и  имипенему, меропе­
нему. Учитывая фенотипическую структуру антибио­
тикорезистентности, можно предположить, что этот 
штамм имеет генетические детерминанты устой­
чивости не только к  бета-лактамным препаратам, 
но и к АБ других химических групп: фторхинолонам 
и хлорамфениколу. После родов при посеве после­
да матери и  фекалий её новорожденного ребенка 
на 7-е  сутки жизни рост K. pneumoniae не обнару­
жен. По причине отсутствия клинических показаний 
не исследовали кровь ребенка, что свидетельствует 
об исключении инфицирования ребенка внутриу­
тробно или при прохождении через родовые пути. 
Однако в  результате скринингового обследования 
новорожденных в отделении патологии, из фекалий 
этого ребенка в  возрасте 14 суток была выделена 
K. pneumoniae с аналогичным профилем фенотипи­
ческой антибиотикорезистентности при  отсутствии 
подобных штаммов у других пациентов педиатри­
ческого отделения, что подтверждает кишечную ко­
лонизацию антибиотикорезистентным штаммом, 
источником которого была мать. 

Штаммы E. coli, обладающие геном CTX-М, были 
выделены у 3 пар «мать-ребенок» из  135 штаммов 
энтеробактерий: у матерей – из отделяемого церви­
кального канала в третьем триместре беременности, 
у новорожденных  – из  фекалий в  первую неделю 

Таблица 1. Распределение генов антибиотикорезистентности bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM среди энтеробактерий 
Table 1. Distribution of antibiotic resistance genes bla-CTX-M, bla-SHV, bla-TEM among enterobacteria

Вид бактерий
Type of bacteria

Исследова-
но штаммов

Strains 
investigated

Кол-во штам-
мов с уста-

новленными 
генами 

устойчивости
Number of 

strains with 
identified 

genes
sustainability

Изоляты с одним геном
Single gene isolates

 (n, %)

Изоляты с двумя 
генами

Isolates with two genes
 (n, %)

Изоляты 
с тремя 
генами
Isolates 

with three 
genes
 (n,%)

CTX-M SHV TEM TEM 
CTX-M

SHV 
CTX-M

TEM
SHV

CTX-M

Kl. pneumonia 26 24 12 (50,0) - 1(4,2) 2(8,3) 8 (33,3) 1(4,2)

E. coli 66 59 40 (67,8) - 5 (8,5) 14 (23,7) - -

En. cloacae 37 3 2 (66,6) 1 (33,3) - - - -

C. freundii 3 1 1(100,0) - - - - -

En. aerogebnes 3 0 - - - - - -
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жизни, что может свидетельствовать о  возможной 
передаче устойчивого к АБ микроорганизма внутри­
утробно или при прохождении через родовые пути. 

Необходимо отметить, что в  первую неделю 
жизни новорожденного ребенка происходит засе­
ление его кишечника бактериями с генетическими 
детерминантами антибиотикорезистентности, что 
создает депо микроорганизмов, обладающих спо­
собностью к инактивации АБ. Это в результате при­
водит к  возникновению риска неэффективности 
перорального применения ряда антибактериаль­
ных препаратов из  группы цефалоспоринов, ис­
пользуемых для лечения любой нозологической 
формы, вызванной грамотрицательными микро­
организмами. Следовательно, актуальной задачей 
является профилактика передачи резистентного 
штамма от матери к ребенку.

Обращает на себя внимание факт, что именно 
устойчивые к антибиотикам условно-патогенные ми­
кроорганизмы являются этиологическими агентами 
генерализованных воспалительных процессов, вы­
зывая экзогенную или эндогенную инфекцию при по­
падании в кровоток путем транслокации через стенку 
кишки [18,19]. Тем не  менее, одним из  препаратов 
выбора в  условиях стационара для лечения инфек­
ций, вызванных БЛРС-продуцирующими штамма­
ми энтеробактерий, является имипенем из  группы 
карбапенемов, однако, как показано в  исследова­
нии Yang Y. [20], темпы формирования устойчивости 
к имипенему у K. pneumoniae опережают таковые у E. 
coli и являются самыми быстрыми среди всех видов 
энтеробактерий, что создает угрозу формирования 
и распространения мультирезистентных штаммов. 

Ген bla-SHV детектирован в  одном штамме 
E.  cloacae, выделенном из  кала новорожденного 

ребенка на 4-е сутки жизни, гестационный воз­
раст которого 31–32 недели. Ген bla-TEM выявлен 
в 5 штаммах E. coli и в одном – K. pneumoniae.

Однократно два штамма K. pneumoniae с  оди­
наковым генетическим профилем антибиотикоре­
зистентности были выделены как из гемокультуры, 
так и  из  фекалий ребенка в  возрасте 25  суток. 
Учитывая клиническую картину, соответствующую 
генерализованной инфекции, это свидетельству­
ет о  вероятном эндогенном инфицировании путем 
транслокации через стенку кишки.

В условиях стационара могут происходить 
не  только колонизация или инфицирование ан­
тибиотикоустойчивыми штаммами бактерий, 
но  и  их эрадикация по причине применения эф­
фективной антибиотикотерапии или за счет ре­
ализации антагонистических взаимодействий 
представителей нормального микробиоценоза 
кишечника, что способствует укреплению здоро­
вья ребенка.

Заключение
Таким образом, в  ходе проведенного исследо­

вания в  64,4% случаев установлены детерминан­
ты антибиотикорезистентности энтеробактерий, 
выделенных от  пациентов перинатального центра. 
Доминирующим геном, обеспечивающим устойчи­
вость к  АБ среди БЛРС, является ген bla-CTX-M. 
Количество штаммов с  установленным генети­
ческим профилем устойчивости к  АБ достоверно 
меньше среди E. cloacae (р < 0,001). С целью бо­
лее подробного изучения генетического профиля 
и  установления механизмов формирования анти­
биотикорезистентности необходимо расширить па­
нель определяемых генов. 
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