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The Prevalence of Metallo-β-Lactamases and Efflux-Mediated 
Mechanisms in Carbapenem Nonsusceptible Nosocomial 

Pseudomonas aeruginosa Isolated in Moscow in 2012–2015
Background. Pseudomonas aeruginosa, the major nosocomial opportunistic pathogen, is an important cause of infectious morbidity and mortality 
among immunocompromised patients. Objective. To establish the role of metallo-β-lactamases (MBL) and efflux-mediated mechanisms in confer-
ring carbapenem resistance in nosocomial isolates of P. aeruginosa. Methods. We analyzed carbapenem nonsusceptible nosocomial P. aeruginosa 
isolates obtained from pediatric and adult patients at three hospitals in Moscow in 2012–2015. Carbapenem susceptibility was assessed using the 
E-test. In addition, minimal inhibitory concentrations (MICs) of meropenem were tested by the broth microdilution method. The presence of MBL 
was determined using the EDTA-mediated suppression test. Efflux-dependent resistance was measured using an assay based on MIC modification 
by an ionophore carbonyl cyanide 3-chlorophenyl hydrazine (CCCP). Results. A total of 54 carbapenem nonsusceptible P. aeruginosa isolates was 
examined. The presence of an MBL was detected in 37 (69%) isolates, 29 (54%) isolates had efflux-mediated resistance. In 10 (19%) isolates 
neither MBL nor efflux activity was found. Five out of 6 isolates (83%) with highly active efflux were MBL-positive. Among isolates with low efflux 
activity, 74% (17/23) possessed MBL, whereas in isolates with no efflux the rate of MBL-positivity was 60% (15/25). Conclusion. The prevalence 
of MBL- and efflux-mediated carbapenem resistance in nosocomial P. aeruginosa is high. Moreover, our results reveal that several resistance 
mechanisms may combine at the isolate level. These data may contribute to the development of novel strategies in combating carbapenem resistance.
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Распространенность
металло-β-лактамаз и эффлюкс-механизмов 

у карбапенемрезистентных госпитальных 
штаммов Pseudomonas aeruginosa, выделенных 

в г. Москве в 2012–2015 гг.
Обоснование. Синегнойная палочка — Pseudomonas aeruginosa — входит в число наиболее актуальных возбудителей оппортунистических 
инфекций, являясь одной из главных причин госпитальной заболеваемости. Цель: проанализировать роль металло-β-лактамаз (МБЛ) 
и эффлюкс-механизмов в формировании карбапенемрезистентности у госпитальных штаммов P. aeruginosa. Методы. В качестве объ-
ектов исследования были использованы 54 изолята P. aeruginosa от детей и взрослых пациентов из трех госпиталей города Москвы, 
полученных в течение 2012–2015 гг. Для всех штаммов были определены минимальные подавляющие концентрации (МПК) меропенема. 
Все отобранные штаммы были протестированы на наличие МБЛ путем подавления их активности этилендиаминтетрауксусной кис-
лотой. Оценка активности эффлюкс-систем производилась на основе определения степени подавления МПК под влиянием ингибитора 
эффлюкса карбонил-цианид-3-хлорфенилгидразона. Результаты. Было выявлено 69% (37/54) МБЛ-продуцирующих штаммов [МБЛ(+)], 
значимость эффлюкс-механизмов в формировании карбапенемрезистентности подтверждена у 54% (29/54) штаммов. В 19% (10/54) 
карбапенемрезистентных изолятов P. aeruginosa не обнаружено ни МБЛ, ни активности эффлюкс-систем. Распространенность МБЛ 
положительно коррелировала (rS =0,068) с активностью эффлюкса: среди бактерий с отсутствием эффлюкс-активности было 60% 
МБЛ(+)-штаммов, среди изолятов с умеренным эффлюксом — 74%, а в популяции с гиперэкспрессией эффлюкса 83% штаммов обладали 
МБЛ. Заключение. Полученные результаты иллюстрируют широкую распространенность важнейших механизмов карбапенемрези-
стентности — МБЛ- и эффлюкс-активности — и доказывают существование сложных сочетаний различных форм устойчивости у 
одного и того же штамма. Полученная информация может быть полезной для создания лечебно-профилактических методов борьбы с 
карбапенемрезистентностью.
Ключевые слова: Pseudomonas aeruginosa, антибиотикорезистентность, карбапенемы, эффлюкс, металло-β-лактамазы.
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Обоснование

Патологические процессы, ассоциированные с Pseu-
domonas aeruginosa, занимают одно из ведущих мест в 

структуре инфекционной заболеваемости [1, 2]. В Рос-

сии доля P. aeruginosa среди всех возбудителей бакте-

риальных нозокомиальных инфекций составляет более 

20% [3]. Одним из самых негативных свойств P. ae-
ruginosa является способность быстро адаптироваться 

к антибиотикам. Около 60% госпитальных штаммов 

синегнойной палочки резистентны к антисинегнойным 

цефалоспоринам — цефепиму и цефтазидиму, почти 

70% — к пиперациллину/тазобактаму; к имипенему и ме-

ропенему устойчивы 88,0 и 66,8% изолятов P. aeruginosa, 

соответственно [3]. Главные механизмы резистентности 

синегнойной палочки связаны с ферментзависимым 

разрушением антибиотика, нарушением транспорта ан-

тибиотика внутрь клетки через мембранные порины и 

активацией выведения (эффлюкс) препарата из клетки 

во внешнюю среду [4]. В связи с особой опасностью 

пристальное внимание клиницистов привлекают изо-

ляты, которые резистентны к антисинегнойным кар-

бапенемам — меропенему, имипенему и дорипенему. 

Большинство публикаций о карбапенемрезистентности 

P. aeruginosa базируется только на фенотипической 

регистрации этого феномена диско-диффузионным 

способом, с помощью Е-тестов либо на бактериологи-

ческих анализаторах Vitek, Phoenix и др. [5]. Во многих 

работах регистрация карбапенемрезистентности сочета-

ется с попыткой объяснить ее возникновение с позиции 

лишь одного из механизмов — выработки специальных 

β-лактамаз, которые получили название карбапенемазы 

[6, 7]. Наиболее активные карбапенемазы относятся к 

группе металло-β-лактамаз (МБЛ) [8]. В отечественной 

литературе практически отсутствуют публикации, по-

священные изучению эффлюкс-механизмов и их вклада 

в формирование карбапенемрезистентности. Вместе с 

тем информация обо всех возможных механизмах кар-

бапенемрезистентности может оказаться крайне важной 

для разработки новых лечебных подходов, которые по-

зволят преодолеть барьер устойчивости P. aeruginosa к 

этой группе антибиотиков.

Цель настоящей работы — проанализировать роль 

металло-β-лактамаз и эффлюкс-механизмов в формиро-

вании карбапенемрезистентности у госпитальных штам-

мов P. aeruginosa.

Методы

Дизайн исследования
Работа проводилась по типу исследования серии слу-

чаев.

Критерии соответствия
Включение изолятов P. aeruginosa в исследование 

проводилось на основе критерия нечувствительности к 

карбапенемам, который определялся диско-диффузи-

онным способом согласно современным требованиям 

[9, 10]. При оценке чувствительности использовали 

терминологию Европейского комитета по тестированию 

чувствительности к антибиотикам (European Committee 

on Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST), опи-

сывая штаммы как «резистентные» (resistant), «чувстви-

тельные» (susceptible) или штаммы с промежуточной 

чувствительностью (intermediate, or no fully susceptible 

isolates exist) [10]. 

Описание эксперимента
Исследование включало пять последовательных этапов: 

1) отбор клинических изолятов P. aeruginosa; 

2) тестирование изолятов P. aeruginosa на наличие МБЛ; 

3) определение для отобранных изолятов минимальных 

подавляющих концентраций (МПК) меропенема и 

оценка их эффлюкс-активности; 

4) статистическая обработка полученных результатов; 

5) формально-логический анализ полученных резуль-

татов.

Условия проведения исследования и методы 
регистрации результатов

Все отобранные штаммы были протестированы на 

наличие МБЛ согласно методике подавления активности 

МБЛ этилендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА) [11]. 

Для всех штаммов были определены МПК меропенема в 

диапазоне двукратных разведений, содержащих от 0,5 до 

8192 мкг/мл этого антибиотика [12]. Критерий МПК50 

подразумевал значение МПК для 50% исследованных 

штаммов, МПК90 — для 90%. Для оценки активности 

эффлюкс-систем в 96-луночном планшете проводили 

определение МПК меропенема в присутствии ионофо-

ра карбонил-цианид-3-хлорфенилгидразона (Carbonyl 

Cyanide 3-Chlorophenylhydrazone, СССР) в конечной кон-

центрации 25 мкг/мл. Для этого СССР добавляли к куль-

туре синегнойной палочки в бульоне Мюллера–Хинтона 

(0,5 ед. по МакФарланду), содержащей указанные выше 

разведения меропенема. В качестве контроля использо-

вали пробы без добавления СССР. Об активности эф-

флюкса судили по отношению (кратности уменьшения, 

КУ) МПК меропенема в культурах без СССР к МПК 

при его добавлении. При величине КУ <4 регистриро-

вали отсутствие эффлюкса, при КУ в диапазоне от 4 до 

16 — умеренную активность, при КУ >16 — его высокую 

активность. В целом КУ ≥4 расценивался как критерий 

эффлюкса, значимый для формирования карбапенемре-

зистентности [13]. 

Каждый штамм исследовали трехкратно в двух по-

вторах.

Этическая экспертиза
Авторы декларируют, что в настоящем исследовании 

не проводилась работа с историями болезней, а также 

не использовались ткани человеческого организма либо 

животные ткани.

Статистический анализ
Статистическая обработка результатов выполнена при 

помощи программного пакета Statistica 6.0. Сравнение 

МПК проводили с помощью критерия Краскелла–Уол-

лиса с последующим попарным сравнением методом 

Манна–Уитни, корреляции оценивались помощью коэф-

фициента Спирмена.

Результаты

Участники исследования
В качестве объекта исследования были использо-

ваны 54 карбапенемрезистентных изолята P. aeruginosa 

от детей и взрослых пациентов из трех лечебно-про-

филактических учреждений г. Москвы, полученные 

в течение 2012–2015 гг. МПК меропенема исследо-

ванных штаммов варьировали в диапазоне от 8 до 

4096 мкг/мл (рис.), МПК50 составила 512 мкг/мл, 

МПК90 — 2048 мкг/мл.
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Основные результаты исследования
Тест ЭДТА-зависимого подавления карбапенемазной 

активности выявил наличие МБЛ у 37 (69%) штаммов. 

У 29 (54%) штаммов под влиянием СССР наблюдалось 

уменьшение МПК в 4 и более раз, что свидетельствовало 

о наличии активного эффлюкса [эффлюкс(+)-штаммы]. 

У штаммов обнаружены различные сочетания продукции 

МБЛ и их эффлюкс-активности (табл. 1). Самым рас-

пространенным оказался вариант сочетания МБЛ(+) и 

эффлюкс(+): он встречался у 22 (41%) исследованных 

штаммов. Еще 15 (28%) штаммов обладали МБЛ, но не 

проявляли эффлюкс-активности. В 7 (13%) случаях ре-

гистрировался активный эффлюкс без продукции МБЛ. 

У 10 (19%) изолятов не было обнаружено ни МБЛ, ни 

активности эффлюкс-систем. Медианы (Ме) МПК всех 

перечисленных групп не отличались между собой (во всех 

случаях p >0,05): в этих группах не было обнаружено кор-

реляций между значениями МПК и наличием эффлюкса 

либо продукцией МБЛ.

Дополнительные результаты исследования
У эффлюкс(+)-штаммов КУ колебалась в диапазоне 

от 4 до 512 раз с Ме 4 (4; 16). В таблице показаны выра-

женность активации выведения препарата из клетки во 

внешнюю среду, значения МПК меропенема и наличие 

МБЛ у карбапенемрезистентных штаммов P. aeruginosa. 

У 25 штаммов (46%) эффлюкс меропенема отсутствовал; 

умеренный уровень наблюдался у 23 (43%); 6 штаммов 

(11%) с КУ >16 были отнесены к группе с гиперактив-

ным эффлюксом, в которой КУ варьировал в диапазоне 

от 64 до 512 раз. Ме МПК меропенема в группах с от-

сутствием эффлюкса или с его низким уровнем отлича-

лись между собой статистически незначимо (p =0,093), 

но были значимо ниже значений МПК меропенема 

для группы штаммов с гиперактивностью эффлюкса 

(p =0,022). Интересно, что процент распространения 

МБЛ имел положительную корреляцию (средний уро-

вень корреляции, коэффициент корреляции Спир-

мена — rS =0,068) с уровнем активности эффлюкса: 

среди бактерий с отсутствием эффлюкс-активности 

было 60% МБЛ-продуцирующих штаммов, среди изо-

лятов с умеренным эффлюксом — 74%, а в популяции 

с гиперэкспрессией — 83% (5 из 6 штаммов оказались 

МБЛ-положительными). И, наоборот, процент МБЛ-

отрицательных штаммов уменьшался по мере нарас-

тания активности эффлюкса.

Обсуждение

Резюме основного результата исследования
Важнейшими находками настоящего исследования 

были штаммы с высокими значениями МПК меропенема — 

до 4096 мкг/мл, значительный процент распространенно-

Рис. Распределение значений минимальных подавляющих концентраций (МПК) меропенема у исследованных 

карбапенемрезистентных штаммов P. aeruginosa (n =54)

Примечание. По оси абсцисс — значения МПК меропенема (мкг/мл), по оси ординат — доля штаммов (%) с конкретным значением МПК. 

Таблица 1. Активность эффлюкс-помп и значения МПК меропенема у МБЛ-позитивных и МБЛ-негативных штаммов P. aeruginosa

№ Активность 
эффлюкса

n 
(%)

МБЛ МБЛ 

Есть Нет

n 
(%)

МПК меропенема, мкг/мл;
Me (25; 75)

n 
(%)

МПК меропенема, мкг/мл;
Me (25; 75)

1
Отсутствует

(КУ <4)
25 (46) 15/25 (60) 256 (32; 1024)1 10/25 (40) 512 (512; 1024)

2
Умеренная

(4 ≥КУ ≤16)
23 (43) 17/23 (74) 128 (64; 512)2 6/23 (20) 1024 (512; 1024)

3
Высокая

(КУ >16)
6 (11) 5/6 (83) 2048 (1024; 2048)3 1/6 (17) 4096

Примечание. МПК — минимальные подавляющие концентрации, МБЛ — металло-β-лактамаза, КУ — кратность уменьшения.

1 vs 2 — статистически незначимые различия (p =0,093); 1 vs 3 — статистически значимые различия (p =0,017); 2 vs 3 — статистически 

значимые различия (p =0,022).
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сти МБЛ-позитивных (почти 70%) и эффлюкс-активных 

(54%) штаммов. Продукция МБЛ и эффлюкс-активность 

встречались в различных сочетаниях.

Обсуждение основного результата исследования
Данные о больших величинах МПК (до 4096 мкг/

мл) для исследованных штаммов отличаются от резуль-

татов, полученных при широкомасштабном изучении 

госпитальных изолятов синегнойной палочки в России, 

Беларуси и Казахстане (2002–2010 гг.) [14]. В этом ис-

следовании максимальные значения МПК меропене-

ма для МБЛ-позитивных штаммов составили 128 мкг/

мл. Различие результатов может объясняться методикой 

оценки МПК. M.V. Edelstein и соавт. оценивали МПК, 

используя метод разведений антибиотиков в агаре (agar 

dilution method), который имеет ряд ограничений [14]. 

В настоящей работе МПК определялась более точным 

способом серийных разведений в бульоне. Высокие зна-

чения МПК нередко выявляются для современных госпи-

тальных штаммов P. aeruginosa: в работе W. Zhao и соавт. 

все госпитальные штаммы, несущие ген bla IMP-10, имели 

МПК 4096 мкг/мл и более [15].

Высокий уровень распространенности штаммов, про-

дуцирующих МБЛ, не является особенным. Полученные 

в настоящей работе данные сходны с результатами ис-

следования M.А. Al-Kabsi и соавт., которые обнаружили 

среди госпитальных карбапенемрезистентных изолятов 

63% МБЛ-продуцирующих штаммов [16]. Такой большой 

процент МБЛ-штаммов среди карбапенемрезистентной 

популяции синегнойной палочки еще раз подтверждает 

исключительную значимость МБЛ в эволюции устойчиво-

сти бактерий к карбапенемам. Но, к сожалению, арсенал 

антикарбапенемных механизмов P. aeruginosa не исчер-

пывается только лактамазами, а определяется и другими 

механизмами [17]. В нашем исследовании почти у 54% ис-

следованных изолятов было обнаружено значимое (в 4 раза 

и более) СССР-зависимое снижение МПК. Известно, что 

наиболее активное выведение β-лактамов из цитоплазмы 

синегнойной палочки реализуется через эффлюкс-систе-

мы MexCD-OprJ и MexAB-OprM, работа которых инги-

бируется в присутствии СССР [18, 19]. Следовательно, 

полученные нами результаты свидетельствуют о том, что 

более чем у половины изученных штаммов формирова-

ние карбапенемрезистентности происходило с участием 

эффлюкс-помп. Нередко у бактерий одного штамма вы-

является сочетание нескольких механизмов карбапенем-

резистентности [15]. Прямые доказательства присутствия 

сочетанных механизмов следуют из анализа комбинаций 

МБЛ и эффлюкс-активности у конкретных штаммов. Око-

ло 40% изолятов продуцировали МБЛ и проявляли эф-

флюкс-активность одновременно. Данные соответствуют 

результатам, полученным в других лабораториях [20].

Наиболее интригующей выглядела группа карбапе-

немрезистентных штаммов (19%), у которых не было 

обнаружено ни МБЛ, ни эффлюкса. Вероятное объ-

яснение этого феномена связано с альтернативными 

механизмами формирования резистентности, оценка 

которых не входила в задачи настоящего исследования. 

Многочисленные работы иллюстрируют возможность 

развития устойчивости, обусловленной сериновыми 

карбапенемазами (например, ОХА-группа β-лактамаз), 

которые не ингибируются в присутствии ЭДТА [21]. 

Карбапенемрезистентность может быть следствием бло-

кады поринопосредованного поступления карбапенема 

в цитоплазму бактерии [22]. Отсутствие корреляций 

между значениями МПК и наличием МБЛ не позво-

ляет оценить вклад, который вносят эти механизмы в 

количественные показатели резистентности. Причина 

отсутствия корреляции может крыться в других, нерас-

шифрованных в настоящем исследовании механизмах 

устойчивости к карбапенемам. Интересной находкой 

была позитивная корреляция между уровнем эффлюкс-

активности и распространенностью МБЛ. Это говорит о 

том, что два исследованных механизма резистентности 

могут работать в синергизме, вызывая рост ингибиру-

ющих концентраций карбапенемов до недостижимых в 

организме больного концентраций.

Заключение

Полученные результаты не только иллюстрируют рас-

пространенность важнейших механизмов карбапенем-

резистентности — металло-β-лактамазной и эффлюкс-

механизмов, но и доказывают существование сложных 

сочетаний различных вариантов устойчивости у одного 

и того же штамма. Около 40% карбапенемрезистентных 

нозокомиальных изолятов синегнойной палочки имеют 

комбинацию МБЛ-продукции и эффлюкс-механизмов, 

а у 19% штаммов карбапенемрезистентность не зависит 

ни от МБЛ, ни от эффлюкс-систем. Полученная инфор-

мация может быть полезной для создания лечебно-про-

филактических методов борьбы с карбапенемрезистент-

ностью.
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