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Резюме

На сегодняшний день в клинической практике наиболее активно используются β-лактамные антибиотики, 

что обусловлено их низкой токсичностью и широким спектром действия как в отношении грамположительных, 

так и грамотрицательных микроорганизмов. Поэтому фактор устойчивости бактерий в виде продукции фермен-

тов, способных расщеплять β-лактамные антибиотики, представляет особый интерес. Выявление β-лактамазной 

активности в клинических изолятах или в ходе эпидемиологического надзора за распространением антибиоти-

корезистентности является важной частью микробиологического исследования. В арсенале бактериологических 

лабораторий имеются классические методы выявления β-лактамаз. Использование описанных в обзоре литера-

туры методов фенотипического обнаружения β-лактамаз при правильном выполнении позволяет отличить бак-

терии, продуцирующие эти ферменты, от бактерий с другими механизмами устойчивости к β-лактамным анти-

биотикам. Однако комбинация продукции бактериями ферментов разных классов, вместе с гиперэкспрессией 

некоторых из них, вызывает трудности в распознавании продукции ферментов расширенного спектра действия, 

что является критически важным для принятия клинического решения. Кроме того, эти методики весьма трудо-

затратны, сложны в исполнении и требуют высокой квалификации сотрудников бактериологических лабораторий.

В этом отношении методы на основе методов амплификации нуклеиновых кислот, в том числе ПЦР, могут 

иметь ряд преимуществ за счет возможности автоматизации и стандартизации, чувствительности и специфично-

сти при выявлении генов β-лактамаз, сокращении времени исследования, способности идентифицировать мар-

кёры некультивируемых или медленнорастущих микроорганизмов. В тоже время, применение секвенирования 

для определение полной нуклеотидной последовательности генов бактерий является трудоемким и дорогостоя-

щим методом. Знание правил проведения и получаемых информационных возможностей фенотипической иден-

тификации и молекулярной диагностики резистентности бактерий в будущем позволит оптимизировать микро-

биологическую диагностику для рациональной антибиотикотерапии значимых инфекций.
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ность, фенотипирование устойчивости
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Summary

Today, β-lactam antibiotics are the most widely used. This is due to their low toxicity, wide spectrum of action 

and variety of drugs. Therefore, the bacterial resistance factor in the form of β-lactamase production is of particu-

lar interest. Bacteriological laboratories have classical methods for detecting β-lactamases. However, the combination 

of bacterial production of enzymes of different classes, together with the overexpression of some of them, causes dif-

ficulties in recognizing the production of extended-spectrum enzymes, which is critical for making clinical decisions. 

Currently known phenotypic detection methods for β-lactamases and extended-spectrum carbapenemases, when per-
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formed correctly, allow precise elucidation of the mechanism of resistance. However, these methods are very labor-in-

tensive, difficult to implement and require highly qualified staff of bacteriological laboratories. Perhaps methods based 

on molecular diagnostic approaches, due to automation and standardization, high accuracy and specificity in identify-

ing β-lactamase genes, reducing research time, and the ability to identify uncultivable or slowly growing microorgan-

isms, could simplify the determination of mechanisms of antibiotic resistance in the future.

Keywords: β-lactam antibiotics, extended-spectrum β-lactamases, carbapenemases, resistance, resistance phenotyping

Революционное открытие пенициллина Алексан-

дром Флемингом в 1928 году помогло не только ле-

чить инфекционные заболевания, тем самым спасая 

миллионы жизней, но и проводить сложные хирур-

гические вмешательства, существенно повысив вы-

живаемость пациентов после них. Однако бурное раз-

витие фармакологии и медицины в целом, активная 

разработка и внедрение новых химиотерапевтических 

препаратов обостряет проблему быстрого возникно-

вения резистентности микроорганизмов к антимикроб-

ным препататам [1,22,26]. Появление микроорганиз-

мов с множественной лекарственной устойчивостью 

требует не только быстрой идентификации возбуди-

телей, но и немедленного определения чувствитель-

ности и устойчивости к противомикробным препара-

там. Тестирование чувствительности к антибиотикам 

in vitro необходимо для выбора оптимально эффектив-

ного режима приема антибиотиков, а также для мони-

торинга и предотвращения распространения резистент-

ных микроорганизмов или генов резистентности как 

в медицинском учреждении, так и за его пределами.

Свой ства β-лактамаз

На сегодняшний день в клинической практике 

наиболее активно используются β-лактамные анти-

биотики, что обусловлено их низкой токсичностью 

и широким спектром действия как в отношении грам-

положительных, так и грамотрицательных микроор-

ганизмов. Известно, что патогенные микроорганизмы 

в ходе воздействия терапевтических средств вырабаты-

вают факторы устойчивости к антибиотикам [1]. Бак-

териальные ферменты, способные расщеплять β-лак-

тамные антибиотики, получили название β-лактамазы. 

Известны ферменты пенициллиназы, способствующие 

формированию устойчивости к пенициллинам, цефа-

лоспориназы — к цефалоспоринам, карбапенемазы — 

к карбаменемам. К остальным подгруппам β-лактамов 

вырабатываются ферменты, называемые β-лактамазы 

расширенного спектра действия (БЛРС, ESBL) [1,2]. 

Согласно классификации Эмблера [6], основанной 

на первичной структуре β-лактамаз, выделены сери-

новые ферменты (класс A) и металлоферменты (класс 

B). Позднее описаны два дополнительных класса фер-

ментов, содержащих серин в активном центре: класс 

C — цефалоспориназы и класс D — оксациллиназы 

грамотрицательных бактерий [9].

β-лактамазы класса А представляют разнообраз-

ную группу наиболее клинически значимых ферментов, 

свой ственных как грамположительным, так и грамот-

рицательным микроорганизмам. Ниже представлены 

наименования ферментов и микроорганизмов, их со-

держащих:

• TEM и SHV (Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae),

• GES (Pseudomonas spp., Enterobacteriaceae),

• KPC (K.pneumoniae),

• CTX–M (Enterobacteriaceae),

• BCL-1 (Bacillus spp.),

• BlaC/BlaS (Mycobacterium spp.)

• BlaL/BlaU (Streptomyces spp.),

• BPS/PenA (B.pseudomallei).

Гидролитическая активность этих ферментов варь-

ирует от узкого спектра до ферментов, гидролизую-

щих карбапенемы. Активность большинства ферментов 

этого класса можно подавить при помощи ингибиторо-

защищённых антибиотиков, таких как Тазоцин, Амок-

сиклав, Сультасин. В состав этих препаратов входят 

ингибиторы: тазобактам, клавулановая кислота и суль-

бактам соответственно [19]. Тем не менее, некоторые 

ферменты, например, карбапенемазы KPC избегают 

ингибирования и таким образом препятствуют дей-

ствию β-лактамных антибиотиков [31].

β-лактамазы класса B — металло-β-лактамазы, 

представляют наименьший по числу и разнообразию 

класс β-лактамаз. Однако β-лактамазы класса B — вы-

сокоактивные ферменты широкого спектра действия, 

проявляют наибольшую устойчивость к антибиоти-

кам, что затрудняет лечение пациентов с внутриболь-

ничными хроническими инфекциями, вызванными как 

грамположительным, так и грамотрицательным микро-

организмами [19]. Устойчивость и особая активность 

этих ферментов обусловлена наличием иона Zn в ак-

тивном центре.

Выделяют 3 основные, наиболее распространенные 

группы β-лактамаз класса В:

• B1 (NDM, BcII, VIM, IMP)

• B2 (CphA, SFH)

• B3 (AIM, GOB-18, L1)

Ферменты групп B1 и B3 содержат два иона Zn, 

ферменты B2 — один ион Zn.

Вследствие наличия иона Zn в активном центре ак-
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тивность ферментов этого класса подавляется не клас-

сическими ингибиторами сериновых β-лактамаз (кла-

вулановой кислотой, сульбактамом, тазобактамом), 

а различными агентами, хелатирующими ионы двухва-

лентных металлов, например, ЭДТА или 2-меркаптопро-

пионовой кислотой [4]. В настоящее время не существует 

клинически доступных ингибиторов таких β-лактамаз, 

что вызывает серьезную обеспокоенность [31].

β-лактамазы класса С — цефалоспориназы — пред-

ставляют группу с наибольшим числом представите-

лей. Трёхмерная структура этих соединений анало-

гична ферментам класса А, за исключением активного 

центра. Наиболее обсуждаемый фермент этого класса — 

AmpC (Enterobacteriaceae) [19].

Известны следующие представители этого класса:

• AmpC (Enterobacteriaceae).

• CMY (Citrobacterfreundii),

• ADC (Acinetobacterbaumannii),

• ACT-1 (K.pneumoniae),

• DHA-1 (Salmonellaenteritidis).

Активность ферментов этого класса не подвержена 

действию классических ингибиторов. Против фермен-

тов этого класса эффективны производные бороновой 

кислоты авибактам или ваборбактам — ингибиторы 

нового поколения [31].

β-лактамазы класса D отличны по структуре 

от других сериновых β-лактамаз. Ферменты имеют 

большую вариабельность аминокислотных последо-

вательностей, известны более 750 различных пред-

ставителей семейства, разделенных на более чем 50 

филогенетических подсемейств [19]. Наиболее распро-

страненные представители этого класса — β-лактамазы 

семейства OXA, обнаруженные у многих грамнегатив-

ных микроорганизмов. Проблемными представителями 

этой группы являются ферменты из группы OXA-48, 

ингибирующие карбапенемы (карбапенемаза), выра-

батываются K.pneumoniae, а также OXA-198, действу-

ющий на карбапенемы, вырабатывается P.aeruginosa. 

Ферменты слабо подвержены ингибированию клаву-

лоновой кислотой и ЭДТА [31]. β-лактамазы класса D 

обнаружены и у грампозитивных бактерий, Bacillus spp. 

(BAT-1, BPU-1, BSU-1 и Clostridium difficile (CDD-1) 

[19]. Ферменты этого класса характеризуются ассо-

циацией с плазмидами и в основном кодируются плаз-

мидами, хотя могут также кодироваться хромосомно 

[13,25].

Большинство клинически важных ферментов β-лак-

тамаз, способных расщеплять β-лактамы последнего 

поколения, обнаружены на мобильных генетических 

элементах, которые были приобретены патогенами 

посредством горизонтального переноса генов от ре-

зидентных хромосомных ферментов узкого спектра 

действия с последующей мутацией в гидролазы бо-

лее широкого спектра действия [19]. Примеры таких 

архетипических хромосомно- резидентных β-лактамаз 

включают ферменты семейства SHV у K.pneumoniae, 

которые могут гидролизовать пенициллин и ампицил-

лин, или AmpC у Pseudomonas aeruginosa, расщепля-

ющий цефалоспорины раннего поколения. Филоге-

нетический анализ генов предполагает, что перенос 

β-лактамаз происходит не только внутри полифиле-

тических групп грамотрицательных или грамполо-

жительных бактерий. Мобилизация генов β-лактамаз 

происходит через плазмиды, транспозоны, инсерци-

онные последовательности, интегроны, которые рас-

пространяются в бактериальных популяциях посред-

ством конъюгации, трансформации или трансдукции. 

При этом конъюгативные плазмиды играют решающую 

роль в распространении детерминант устойчивости 

к антибиотикам, и было обнаружено, что несколько 

β-лактамаз могут располагаться на одной плазмиде. 

Для генов β-лактамаз перенос особенно способствует 

среде, где организмы, продуцирующие β-лактамы, со-

существуют с непродуцирующими видами. Некото-

рые из этих горизонтально приобретенных фермен-

тов, закодированных в плазмидах, в конечном итоге 

могут быть перенесены обратно в хромосому нового 

хозяина, что может обеспечить более жестко регули-

руемую экспрессию генов и снизить затраты на при-

способленность, связанные с переносом и поддержа-

нием плазмид [19].

Выявление активности β-лактамаз

Выявление β-лактамазной активности в клиниче-

ских изолятах или в ходе эпидемиологического над-

зора за распространением антибиотикорезистентно-

сти является важной частью микробиологического 

исследования [1,2,16]. Для обнаружения у бактерий 

β-лактамазной активности в клинической практике 

наиболее распространены фенотипический и молеку-

лярно- биологический способы диагностики [1,2,5,21].

В настоящее время в клинической практике чаще 

применяются методы фенотипического определения 

β-лактамаз [3,5,8,14]. В арсенале бактериологических 

лабораторий имеется два классических метода: дис-

кодиффузионный и метод серийных разведений. Дис-

кодиффузионный метод активно используется в ла-

бораторной практике, однако результаты некоторых 

вариаций становятся всё более ненадёжными. Это свя-

зано с наличием комбинации разных классов β-лак-

тамаз у грамотрицательных бактерий, трудностями 

в распознавании продукции БЛРС из-за чрезмерной 

экспрессии β-лактамаз AmpC и потенциального ма-

скирования продукции БЛРС бактериями, продуци-
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рующими ещё и β-лактамазы узкого спектра актив-

ности [23].

Следует отметить, что особую важность для прак-

тики имеет определение БЛРС, ферментов с расши-

ренным спектром действия. Известно, что тип CTX-M 

образует наиболее распространенный генетический ва-

риант БЛРС. Это семейство β-лактамаз особым обра-

зом гидролизует цефотаксим по сравнению с цефта-

зидимом. Кроме того, уникальной особенностью этих 

β-лактамаз является чувствительность к ингибирова-

нию тазобактамом. CTX-M разделены на пять групп: 

CTX-M 1, 2, 8, 9 и 25 на основании их аминокислот-

ных последовательностей [10]. β-лактамазы ТЕМ-типа 

образуют другое семейство наиболее распространен-

ных БЛРС: β-лактамазы ТЕМ-1,2 гидролизирующие 

пенициллины и цефалоспорины первого поколения 

и TEM-3, гидролизирующие большинство цефалоспо-

ринов [5,12]. К часто выявляемым БЛРС относятся 

β-лактамазы типа SHV, гидролизующие ампициллин, 

тигециклин и пиперациллин [5,19].

Фенотипическое подтверждение продукции БЛРС 

достигается с использованием ряда методов [11,24]. 

Тестирование продукции БЛРС у бактерий представ-

ляет собой двухэтапный процесс, включающий скри-

нинг и подтверждение, которое следует за тестирова-

нием чувствительности бактерий к ряду антибиотиков: 

(цефподоксим, цефтазидим и др.) с определением диа-

метров зон задержки роста, указывающих на потен-

циальное производство БЛРС [33]. Для повышения 

чувствительности обнаружения БЛРС рекомендуется 

тестирование с использованием более одного анти-

биотика [11].

Комбинированный дискодиффузионный метод ис-

пользуют для выявления продукции БЛРС у грам-

отрицательных бактерий [17,34]. Метод выполняют 

путем газонного посева в чашку Петри исследуемой 

чистой культуры бактерии на агар Мюллера- Хинтона 

и помещения на чашку с агаром стандартного диска 

с цефотаксимом (30мкг) и/или цефтриаксоном 

(30мкг) и/или азтреонам (30мкг) и диска с амокси-

циллин/клавулановой кислотой (20/10мкг) на рас-

стоянии 30мм между центрами дисков. Сообщается, 

что более узкие расстояния (<30мм) между дисками 

повышают чувствительность теста [20]. Интерпрета-

ция результатов производится после инкубации при 

35±2°C в течение18–24 часов.

Известен модифицированный метод двой ной дис-

ковой диффузии с применением антибиотиков: амок-

сициллин/клавулановая кислота (20/10мкг) или пи-

перациллин/тазобактам (100/10мкг) наряду с тремя 

цефалоспоринами третьего поколения: цефтазидим 

(30мкг), цефтриаксон (30мкг) и цефотаксим (30мкг), 

а также цефалоспорином четвертого поколения — це-

фепим (30мкг). [11]. Этот тест выполняют путем по-

мещения газонной культуры бактерии на агар Мюл-

лера- Хинтона стандартным диффузионным методом 

и диска с амоксициллином и клавулановой кислотой, 

предпочтительно в центре чашки Петри. Затем диски, 

включающие цефалоспорины третьего и четвертого по-

колений, помещают на расстоянии 15мм и 20мм со-

ответственно от центра к центру относительно диска 

с амоксициллином и клавулановой кислотой. Интер-

претацию результатов проводят после инкубации при 

температуре 35±2°C в течение 18–24 часов [11]. Тест 

предложено также использовать для предположитель-

ной идентификации грамотрицательных бактерий, про-

дуцирующих β-лактамазу AmpC, поскольку цефепим 

медленнее инактивируется β-лактамазами AmpC, чем 

БЛРС [14]. Цефепим улучшает обнаружение синер-

гизма с амоксициллин- клавулановой кислотой в слу-

чаях, когда одновременно происходит стабильная 

гиперпродукция β-лактамаз Amp C. Бактериальные 

продуценты β-лактамаз AmpC чувствительны к цефа-

лоспоринам четвертого поколения (цефепиму и цеф-

пирому) и слабо ингибируются клавулоновой кисло-

той [28]. В результате они устойчивы к комбинациям 

β-лактам/β-лактамаз- ингибитор и дают положитель-

ный и отрицательный результат тестов во время скри-

нинга и подтверждения БЛРС соответственно [15]. 

Эти особенности составляют основу скрининга и под-

тверждения продукции AmpC β-лактамаз у грамотри-

цательных бактерий.

Описан другой метод обнаружения β-лактамаз 

AmpC, включающий использование цефокситина 

(30мкг) [18]. В этом тесте газонную культуру E.сoli 

ATCC 25922, доведенную до стандарта Мак Фарланда 

0,5, инокулируют на агар Мюллера- Хинтона для стан-

дартного дискового диффузионного тестирования. По-

сле этого на поверхность чашки с инокулированным 

агаром помещают диск с цефокситином (30мкг). За-

тем стерильный простой бумажный диск диаметром 

6 мм, первоначально инокулированный несколькими 

колониями тестируемого организма, помещают рядом 

с диском с цефокситином, почти соприкасаясь с ним. 

Результат оценивают после инкубации при 35±2°C 

в течение 18–24 часов.

Для выявления продукции карбапенемаз у грам-

отрицательных бактерий разработан модифицирован-

ный тест Ходжа [27,30]. Для его применения готовят 

0,5-кратное разведение по Мак- Фарланду индикатор-

ных штаммов E.coli ATCC 25922 и Klebsiella pneumonia 

ATCC 700603 в 5 мл стерильного физиологического 

раствора или питательного бульона. Затем образцы 

каждого индикаторного штамма в разведении 1:10 
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наносят в виде газона на чашку с агаром Мюллера- 

Хинтона с помощью стерильного тампона, после чего 

диск с меропенемом (10мкг), эртапенемом (10мкг) 

или имипенемом (10мкг) помещают в центр тесто-

вой зоны на чашках с агаром Мюллера- Хинтона. Те-

стируемые штаммы микрорганизмов, положительный 

(Klebsiella pneumoniae ATCCBAA-1705) и отрицатель-

ный (Klebsiella pneumoniae ATCC-1706) контроли на-

носят прямыми линиями от края диска до края чашки. 

Инкубация тестовых чашек проводится при темпера-

туре 35±2°C в течение 18–24 часов [7].

Обнаружение продукции металло-β-лактамаз 

у грамотрицательных бактерий предлагается проводить 

методом с применением имипенем- ЭДТА [35]. Тести-

рование проводят путем газонного посева исследуе-

мого микроорганизма на агар Мюллера- Хинтона как 

для стандартного метода диффузии. Затем к чашкам 

с агаром добавляют два диска с имипенемом (10мкг), 

один из которых содержит 10 мкл 0,5М ЭДТА. Инку-

бация чашек с тест-агаром Мюллера- Хинтона прово-

дится при температуре 35±2°C в течение 18–24 часов 

на окружающем воздухе. Существует модифицирован-

ный тест, в котором вместо ЭДТА используют меркап-

топропионовую кислоту.

Обнаружение и дифференциация продукции карба-

пенемаз Klebsiella pneumoniae и продукции металло-β-

лактамаз также проводят с использованием фенотипи-

ческого алгоритма, который включает использование 

трех комбинированных дисковых тестов [29,32]. Те-

стирование проводят путем инокуляции агара Мюл-

лера- Хинтона стандартным диффузионным методом 

и помещения на чашки с агаром диска с меропенемом 

без ингибиторов — бороновая кислота (БК) и ЭДТА 

и трех дисков меропенема, дополненных 400 мкг БК, 

292 мкг ЭДТА или: 400 мкг БК и 292 мкг ЭДТА од-

новременно. Инкубацию чашек с агаром выполняют 

при температуре 37°C в течение 18–24 часов, после 

чего диаметры зоны ингибирования диска меропенема, 

дополненного ингибиторами, сравнивают с диаметром 

зоны ингибирования диска без добавок меропенема.

Тесты на основе бороновой кислоты используют 

для обнаружения продукции БЛРС в KPC1 -положи-

тельных изолятах [24,27]. В таком тестировании ис-

пользуют комбинированные дисковые тесты, содержа-

щие цефотаксим или цефотаксим+бороновая кислота, 

дополненные фенилбороновой кислотой, и цефтазидин 

или с цефтазидин+безбороновая кислота, дополненные 

фенилбороновой кислотой. Тестирование проводят пу-

тем инокуляции агара Мюллера- Хинтона стандартным 

диффузионным методом и помещения на чашки с ага-

1 КРС - Klebsiella pneumoniae carbapenemase

ром диска цефтазидим или цефотаксим с или без бо-

роновой кислоты, не дополненные фенилбороновой 

кислотой, и двух дисков цефтазидим или цефотаксим 

с или без бороновой кислоты, дополненных 400 мкг 

фенилбороновой кислоты. Эти тесты интерпретируют 

после измерения диаметров зоны подавления вокруг 

диска с цефтазидимом или с цефотаксимом с или без 

бороновой кислоты, недополненного бороновой кис-

лоты, и диска цефотаксим или цефтазидим с добавле-

нием бороновой кислоты или без неё.

Продукция β-лактамаз у многих видов микроорга-

низмов может быть выявлена с помощью чувствитель-

ных хромогенных тестов, основанных на использова-

нии специальных субстратов, изменяющих окраску 

в результате расщепления, или на наблюдении реак-

ции, сопряженной с процессом гидролиза β-лактамов 

[5]. Субстратом обычно является нитроцефин — це-

фалоспорин, расщепляемый большинством В-лакта-

маз с образованием продукта, окрашенного в интен-

сивно- красный цвет. Наблюдение результата реакции 

гидролиза нитроцефина в растворе или на бумажных 

дисках, инокулированных исследуемой бактериальной 

культурой, является наиболее быстрым, чувствитель-

ным и специфичным тестом на наличие β-лактамаз.

Ещё одним видом детектирования β-лактамазной 

активности являются йодометрические и ацидоме-

трические тесты [5]. Первый основан на способности 

продуктов гидролиза β-лактамных антибиотиков вос-

станавливать йод до йодида, вызывая обесцвечива-

ние йодокрахмального комплекса. Изменение окраски 

кислотно- основных индикаторов, например, бромкре-

золового пурпурного, вызванное появлением допол-

нительной карбоксильной группы при расщеплении 

β-лактамного кольца, является основой использова-

ния ацидометрических методов.

Заключение

Таким образом, использование описанных в об-

зоре методов фенотипического обнаружения β-лакта-

маз при правильном выполнении позволяет отличить 

бактерии, продуцирующие эти ферменты, от бактерий 

с другими механизмами устойчивости к β-лактамным 

антибиотикам. Однако эти методики весьма трудоза-

тратны, сложны в исполнении, требуют высокой ква-

лификации сотрудников бактериологических лабора-

торий и не позволяют получить быстрый результат.

В этом отношении методы на основе амплификации 

нуклеиновых кислот, в том числе ПЦР, могут иметь 

ряд преимуществ за счет возможности автоматиза-

ции и стандартизации, чувствительности и специфич-

ности при выявлении генов β-лактамаз, сокращении 

времени исследования, способности идентифициро-
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вать маркёры некультивируемых или медленнорасту-

щих микроорганизмов. В тоже время, применение се-

квенирования для определение полной нуклеотидной 

последовательности генов бактерий является трудо-

емким и дорогостоящим методом. Знание правил про-

ведения и получаемых информационных возможно-

стей фенотипической идентификации и молекулярной 

диагностики резистентности бактерий в будущем по-

зволит оптимизировать микробиологическую диагно-

стику для рациональной антибиотикотерапии значи-

мых инфекций.

В любом случае, выявление механизмов резистент-

ности фенотипическими методами или путем геноти-

пирования не должно быть конечной точкой в иссле-

довании антибиотикочувствительности. Клинически 

важным является определение минимальной подавля-

ющей концентрации для потенциально применимого 

антибиотика, согласно контрольным точкам для раз-

личных антибиотиков и бактерий, которые ежегодно 

пересматриваются и обновляются [1, 2].
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