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Введение. Нозокомиальные  инфек-
ции представляют серьезную проблему 
в современной медицине и оказывают 
существенное влияние на прогноз и ис-
ходы заболеваний. Одним из наиболее 

серьезных возбудителей внутриболь-
ничной  инфекции, осложняющей те-
чение многих гнойно-воспалительных 
заболеваний, является Pseudomonas 
aeruginosa (P.аeruginosa). К особен-
ностям этого микроорганизма относит-
ся быстрое формирование и высокий 
уровень устойчивости ко многим анти-
бактериальным препаратам широкого 
спектра, которые обычно назначают 
для эмпирической терапии нозокоми-
альных инфекций [2].  

Для P.aeruginosa характерны различ-
ные механизмы устойчивости – сниже-
ние проницаемости клеточной стенки 
для антибиотиков (снижение экспрес-
сии поринового белка ОрrD), активное 
выведение антибиотика из клетки (ак-
тивация систем эффлюкса), продукция 
отдельных сериновых β-лактамаз, об-
ладающих карбапенемазной активнос-
тью. Однако наибольшее клиническое 
и эпидемиологическое значение имеет 
продукция приобретённых металло-b-
лактамаз (МβЛ). Металло-b-лактамазы 
IMP и VIM гидролизуют практически 
все b-лактамы, включая карбапенемы, 
за исключением азтреонама.

Поэтому эффективное лечение ин-
фекций, вызванных P.aeruginosa, оста-
ется сложной клинической проблемой 
и требует адекватного микробиологи-
ческого контроля и обязательного изу-
чения их  чувствительности  in vitro [3]. 

Цель исследования –  определе-
ние уровней устойчивости к антибакте-
риальным препаратам, определение 
распространённости металло-b-лакта-
маз и генетическое типирование штам-
мов P.aeruginosa, выделенных у боль-
ных многопрофильного стационара.

Материалы и методы исследо-
вания. Исследовано 662 изолята  P. 
aeruginosa,  выделенных из клиничес-
кого материала пациентов отделений 
экстренной хирургии (ЭХО) и гнойной 
хирургии (ОГХ), отделения реанима-
ции  и интенсивной терапии (ОРИТ), 
отделения термической травмы (ОТТ), 
отделения неотложной терапии (ОНТ), 
отделения для больных с острым на-
рушением мозгового кровообращения 
(ОНМК), ОРИТ для больных с ОНМК, 
нейрохирургического отделения (НХО) 
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экстренной медицинской помощи» (РБ 
№2-ЦЭМП),  за период  2010-2011 гг. 

Выполнена идентификация и реи-
дентификация штаммов по общепри-
нятым методикам согласно норматив-
ным документам, регламентирующим 
работу бактериологических лаборато-
рий, а также использовались биохи-
мический микротест НЕФЕРМтест24 
(MICROLATEST), тест-системыAPI 
(bioMerieux, Франция).

Исследование проводилось  в рам-
ках проекта «Национальная програм-
ма мониторинга распространения 
штаммов грамотрицательных микро-
организмов, продуцирующих метал-
ло-ß-лактамазы в России (МЕТАЛЛ)» 
совместно с НИИ антимикробной хи-
миотерапии (НИИАХ) ГБОУ ВПО «Смо-
ленская государственная медицинская 
академия» Минздравсоцразвития Рос-
сии и Межрегиональной ассоциацией 
по клинической микробиологии и анти-
микробной химиотерапии (МАКМАХ), с 
Научно-методическим центром анти-
микробной резистентности (ЦМАР). 

Определена чувствительность к 15 
антибактериальным препаратам дис-
ко-диффузионным методом на среде 
Мюллера-Хинтон  в соответствии с 
МУК 4.2.1890-04. Контроль качества 
проводили с использованием конт-
рольных штаммов P.аeruginosa ATCC 
27853, E. coli ATCC 25922.  Интерпре-
тацию результатов проводили в соот-
ветствии с рекомендациями и критери-
ями CLSI/NCCLS (2010-2011). 

Для всех карбапенемрезистентных 
штаммов выполнен фенотипический 
скрининг продукции металло-бета-лак-
тамаз (МβЛ) методом двойных дисков 
с ЭДТА) [4].

Для обнаружения генов МβЛ VIM и 
IMP типов использована мультиплек-
сная полимеразная цепная реакция в 
режиме реального времени (28 поли-
резистентных клинических изолятов 
P.аeruginosa).

Идентификация амплификационных 
фрагментов blaVIM и blaIMP генов прово-
дилась путем определения температур 
их плавления (~80°C для blaIMP и ~85°C 
для blaVIM) в присутствии интеркали-
рующего флуоресцентного красителя 
SYBR Green I. Дополнительно срав-
нивались кривые плавления опытных 
образцов с кривыми плавления пози-
тивных контрольных штаммов.

Для оценки структуры интегронов, 
несущих гены МßЛ, использован ме-
тод ПДРФ (англ.RFLP, полиморфизм 
длины рестрикционных фрагментов).  
Вариабельные участки интегронов I 
класса амплифицированы с помощью 
праймеров к 5’(intI1) и 3’(qacE=1 или 

tniC/Tn5090) консервативным после-
довательностям интегронов в парах 
с внутренними праймерами к генам 
blaVIM и подвергнуты рестрикции эндо-
нуклеазой TaqI. Полученные рестрик-
ционные профили ПЦР фрагментов 
сопоставлены с соответствующими 
профилями известных МßЛ-кодирую-
щих интегронов, использованных в ка-
честве контролей.

Выполнено эпидемиологическое 
типирование карбапенемрезистент-
ных изолятов P.aeruginosa, с исполь-
зованием мультилокусного анализа 
тандемных повторов (multiple-locus 
variable number tandem repeat analysis, 
MLVA). Проведена оценка количества 
тандемных повторов в шести VNTR-
локусах (VNTR – Variable Number 
Tandem Repeat, тандемные повторы с 
переменным числом звеньев). Ампли-
фикация шести VNTR-локусов выпол-
нена с помощью мультиплексной ПЦР 
(по 2 отдельные реакции для каждого 
изолята). Анализ размеров продуктов 
амплификации шести VNTS-локусов 
выполнен методом капиллярного элек-
трофореза с флуоресцентной детекци-
ей (фрагментный анализ) на автома-
тическом секвенаторе ABI-310 Genetic 
Analyzer (Applied Biosystems).  Клас-
терный анализ MLVA профилей прове-
ден с помощью программного пакета 
Bionumerics v.6.6 (Applied Maths) с ис-
пользованием категориальных значе-
ний длин VNTR локусов и алгоритма 
построения дендрограмм минималь-
ных дистанций (Minimum Spanning 
Tree) [4].

Ввод, статистическая обработ-
ка и анализ данных производился 
с помощью компьютерной програм-
мы Microsoft Excel (версия 7.0. для 
Windows 2000) и программно-
го обеспечения WHONET 5.6.

Результаты и обсуждение. 
Среди исследованных штам-
мов наибольшее количество  
P.аeruginosa 42,8% (283 изо-
лята) было выделено у боль-
ных, находившихся на лече-
нии в ожоговом отделении. 
Удельный вес идентифициро-
ванных штаммов P.аeruginosa 
в других отделениях стацио-
нара составил:  ОРИТ – 24,4% 
(162), ОГХ – 15,5(102),  НХО 

– 8,1(54),  ЭХО – 2,9(19),   ОРИТ для 
больных с ОНМК – 2,4 (16), отделения 
для больных с ОНМК – 2,2(15) и ОНТ 
–1,7%(11). 

Наиболее часто клинические изо-
ляты P.аeruginosa (n=662) выделялись 
из раневого отделяемого – 428(64,6%), 
далее в убывающем порядке: из тра-
хеального аспирата –  91(13,8), смыв-
ных вод бронхов (СВБ) – 81(12,2), мок-
роты – 42(6,4), плевральной жидкости 
– 20(3%) (рис.1).

Из 662 исследованных штаммов 
с помощью метода «двойных дисков 
с ЭДТА» продукция МßЛ выявлена  у 
223 (33,6%)  карбапенемрезистентых 
штаммов P.аeruginosa из 7 различных 
отделений РБ №2-ЦЭМП.

На следующем этапе работы мы 
провели молекулярно-генетическое 
исследование 28 карбапенемрезис-
тентых штаммов P.аeruginosa. У всех 
28 изолятов по данным ПЦР анализа 
подтверждено наличие МßЛ VIM типа.

Методом ПДРФ (полиморфизм дли-
ны рестрикционных фрагментов) 
ус-тановлена идентичность струк-
туры интегронов, несущих ген МßЛ 
у данных изолятов, и VIM-2-кодиру-
ющего интегрона с набором генети-
ческих кассет aacA7-blaVIM-2-dhfrB5-
aacC-A5 (GenBank Acc. No. DQ52233) 
(рис.2), ранее описанного у штаммов 
P.аeruginosaиз США [6], России [7] и 
Норвегии [8].

Типирование P.аeruginosa с помо-
щью анализа множественных тандем-
ных повторов (MLVA) выявило, что 
все 28 МßЛ – позитивные штаммы 
P.aeruginosa являются родственными 
и принадлежат к единому клонально-
му комплексу (CC235) (рис.3). Этот 
распространённый сиквенс-тип 235 

Рис.1. Удельный вес клинического материала, из ко-
торого выделены изоляты  P.аeruginosa (%)

Рис.2. Структура VIM-2-кодирующего интегрона у изолятов P.аeruginosa
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(ST235) является эпидемическим  и в 
настоящее время выявлен в стациона-
рах 27 городов РФ, Беларуси и Казах-
стана («Национальная программа мо-
ниторинга распространения штаммов 
грамотрицательных микроорганизмов, 
продуцирующих металло-ß-лактамазы 
в России (МЕТАЛЛ)»).

Определение чувствительнос-
ти МßЛ-продуцирующих изолятов P. 
аeru-ginosa показало, что выделенные 
штаммы отличаются высокими уровня-
ми устойчивости (100%) ко всем про-
тестированным антибактериальным 
препаратам: пиперациллину, пипера-
циллин-тазобактаму, цефтазидиму, 
цефепиму, цефоперазон-сульбактаму, 
азтреонаму, имипенему, меропене-
му, дорипенему, гентамицину, нетил-
мицину, амикацину, ципрофлоксаци-
ну, левофлоксацину, фосфомицину. 
Чувствительность  изолятов выявлена  
лишь к колистину и  полимиксину B. 

Выводы:
1. В условиях многопрофильного 

стационара Республики Саха (Якутия) 

– РБ№2-ЦЭМП имеет место клональ-
ное распространение суперрезис-
тентного (XDR) штамма P. aeruginosa 
ST235 (VIM-2).

2. Распространение полирезистен-
тности к антибактериальным препа-
ратам  среди изолятов  P.аeruginosa в 
клинических подразделениях РБ№2-
ЦЭМП обусловлено выявлением у них 
одного из наиболее распространённых 
механизмов антибиотикорезистент-
ности, связанных с продукцией метал-
ло-ß-лактамаз.

3. МßЛ-продуцирующие изоляты 
P.аeruginosa выделяются во всех кли-
нических материалах и практически во 
всех отделениях многопрофильного 
стационара Республики Саха (Якутия).

4. Появление полирезистентных  
МßЛ-продуцирующих штаммов и опас- 
ных эпидемических клонов P.аerugino-
sa требует  разработки  мероприятий 
инфекционного контроля, направлен-
ных на своевременное выявление и 
ограничение распространения цирку-
ляции МßЛ-продуцирующих изолятов 
P.aeruginosa в подразделения боль-
ницы, а также  в другие в лечебные 
учреждения; введения обязательного 
постоянного мониторинга за антибио-
тикорезистентностью; эпидемиологи-
ческого маркирования карбапенемре-
зистентных изолятов.
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Изучен клеточный состав, состояние окислительно-метаболической функции и цитокин-продуцирующая активность клеток бронхо-
альвеолярной (БАЛ) жидкости больных для уточнения механизмов, определяющих тяжесть клинического течения бронхиальной аст-
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мы (БА). Установлено увеличение численности нейтрофилов в БАЛ жидкости больных БА 
по мере усугубления тяжести заболевания. Также установлено, что при этом клетки БАЛ 
жидкости больных БА секретируют в большей степени цитокины Th2 профиля. Дано обос-
нование, что эти изменения функционального состояния легочных клеток лежат в основе 
механизмов, определяющих тяжесть клинического течения БА.

Ключевые слова: бронхиальная астма, бронхоальвеолярный лаваж, нейтрофил, мак-
рофаг, активные кислородные метаболиты, цитокины.

The cellular composition of the oxidation-state of metabolic function and cytokine-producing 
activity of cells of bronchoalveolar (BAL) fluid of patients to clarify the mechanisms that determine 
the severity of the clinical course of bronchial asthma (BA) was studied. 




