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ββ5Лактамазы аэробных грамотрицательных
бактерий: характеристика, основные принципы
классификации, современные методы 
выявления и типирования
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НИИ антимикробной химиотерапии Смоленской государственной медицинской академии, Смоленск, Россия

β�Лактамазы представляют обширную группу
генетически и функционально различных фер�
ментов, отличающихся способностью разру�
шать β�лактамные антибиотики, тем самым
обеспечивая устойчивость к ним бактерий�про�
дуцентов. Природная способность к продукции
β�лактамаз характерна для многих видов микро�
организмов. Однако наибольшую значимость в
последнее время приобретает широкое распро�
странение плазмидно кодируемых β�лактамаз,
являющихся факторами вторичной (приобре�
тенной) резистентности у изначально чувстви�
тельных микроорганизмов. 

Цель настоящего обзора – описание основ�
ных структурных и функциональных групп β�лак�
тамаз аэробных грамотрицательных бактерий в
соответствии с международно принятыми сис�
темами классификации. В обзоре рассмотрены
наиболее часто встречающиеся у грамотрица�
тельных возбудителей плазмидные β�лактамы
TEM� и SHV�типа, их эволюция и роль в форми�
ровании устойчивости к различным β�лактамам,
а также современные методы их диагностики и
типирования.

Ключевые слова: β�лактамазы, антибиоти�
корезистентность, грамотрицательные бакте�
рии, микробиологическая диагностика.
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β�Lactamases are represented by extensive
range of genetically and functionally different
enzymes that are able to destroy β�lactams that
leads to development of resistance to these antibio�
tics in β�lactamases producing bacteria. Intrinsic
production of β�lactamases is a common pheno�
menon for wide range of microorganisms. But at
the present time the wide spread of plasmid�medi�
ated β�lactamases that leads to secondary
(acquired) resistance to β�lactams becoming more
common.

The aim of this review is to describe the main
structural and functional groups of β�lactamases of
aerobic Gram�negative bacteria, with especial
attention to plasmid�mediated TEM� and SHV�
types β�lactamases, their evolution and role in the
development of resistance to different β�lactams.
The recent methods of detection and typing of 
β�lactamases are described.
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1. Механизм действия ββ5лактамаз

Согласно определению Комитета по номенкла�
туре Международного биохимического общества 
β�лактамазы классифицируются как «ферменты,
осуществляющие гидролиз амидов, амидинов и
других C–N связей …, выделенные на основании
субстрата – … циклических амидов» [1]. 

Термин «β�лактамазы» является, таким образом,
функциональным и объединяет различные бакте�
риальные ферменты, способные расщеплять β�лак�
тамные антибиотики, содержащие в своей структу�
ре циклическую амидную связь.

Большинство известных β�лактамаз проявляет
выраженную структурную гомологию с пеницил�
линсвязывающими белками (ПСБ), что свидетельст�
вует об эволюционной взаимосвязи между фермен�
тами этих групп [2]. Подобно ПСБ β�лактамазы, со�
держащие остаток серина в активном центре, взаи�
модействуют с β�лактамными антибиотиками с об�
разованием эфирного комплекса. Однако в случае
β�лактамаз этот комплекс быстро расщепляется с
высвобождением нативного фермента и инактиви�
рованной молекулы субстрата (рис. 1). 

Различия между β�лактамазами и ПСБ не всегда
отчетливы, поскольку многие β�лактамазы могут
образовывать стабильные эфиры с β�лактамами,
выступающими в роли ингибиторов, а некоторые
ПСБ обладают способностью к быстрому деацили�

рованию, проявляя слабую гидролитическую
активность в отношении отдельных β�лактамных
антибиотиков [3].

Сравнительно небольшое число ферментов, из�
вестных как металло�β�лактамазы, гидролизируют
β�лактамное кольцо с участием ионов цинка, нахо�
дящихся в активном центре [4]. Наиболее сущест�
венной особенностью β�лактамаз этого типа являет�
ся их активность в отношении карбапенемов [5].

2. Разнообразие и классификация 
β5лактамаз

С момента открытия β�лактамаз в 1940 г., когда
E.P. Abraham и E. Chain описали процесс инактива�
ции пенициллина в бесклеточном экстракте куль�
туры кишечной палочки [6], и до настоящего време�
ни различными исследователями выявлено не ме�
нее 300 ферментов, отличающихся структурно и
функционально, способных осуществлять гидролиз
β�лактамного кольца. За исключением нескольких
видов клинически значимых микроорганизмов,
среди которых следует отметить Streptococcus pneu�
moniae и Helicobacter pylori, β�лактамазы встречают�
ся у подавляющего большинства бактериальных
возбудителей инфекций [2].

Важнейшими свойствами β�лактамаз, определя�
ющими их разнообразие, являются:

1) субстратная специфичность (способность к
преимущественному гидролизу β�лактамов опреде�
ленных групп – пенициллинов, цефалоспоринов,
монобактамов, карбапенемов);

2) чувствительность к действию ингибиторов;
3) локализация кодирующих генов (хромосом�

ная или плазмидная) и характер их экспрессии
(конститутивный или идуцибельный). 

Перечисленные функциональные особенности
послужили основой создания различных систем
классификации β�лактамаз. Актуальность диффе�
ренциации ферментов, предпочтительно гидроли�
зующих пенициллины (пенициллиназ) или цефа�
лоспорины (цефалоспориназ), впервые отметили
P.С. Fleming и соавт. в 1963 г. [7]. Система класси�
фикации, предложенная T. Sawai и соавт. в 1968 г.,
предусматривала использование иммунных сыво�
роток в качестве дополнительного критерия диф�
ференциации пенициллиназ, цефалоспориназ и
ферментов с широким субстратным спектром. 

M.H. Richmond и R.B. Sykes разделили все изве�
стные в начале 70�х годов β�лактамазы грамотрица�
тельных микроорганизмов на 5 групп с учетом суб�
стратного спектра, чувствительности к ингибито�
рам и отчасти локализации кодирующих генов [8].
В 1976 г. R. B. Sykes и M. Matthew расширили эту
классификацию, подчеркнув роль плазмидных 

Рис. 1. Механизм расщепления β�лактамных антибиоти�
ков β�лактамазами, содержащими серин в активном
центре
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β�лактамаз, которые могли быть дифференцирова�
ны на основании данных изоэлектрического фоку�
сирования [9]. В функциональной схеме
S. Mitsuhashi и M. Inoue (1981) была выделена до�
полнительная группа «цефуроксим�гидролизую�
щих» ферментов [10].

Параллельно с развитием функциональных под�
ходов в классификации R. Ambler в 1980 г. исполь�
зовал результаты сравнения первичной структуры
β�лактамаз для описания молекулярных классов:
сериновых ферментов (класс A), включая пеницил�
линазу Staphylococcus aureus, и металло�β�лактамаз
(класс B) Bacillus cereus [11]. 

По мере накопления данных об аминокислотной
последовательности β�лактамаз были также описа�
ны два дополнительных класса ферментов, содер�
жащих серин в активном центре: класс C�цефало�
спориназ и класс D�оксациллиназ грамотрицатель�
ных бактерий [4]. В последнее время значение
структурной классификации возросло в связи c
расширением использования молекулярных мето�
дов диагностики и типирования β�лактамаз.

Прообразом современной классификации яви�
лась предложенная K. Bush в 1989 г. система разде�
ления β�лактамаз на 3 основные группы, в которой
впервые предпринята попытка провести корреля�
цию между функциональными особенностями
(спектром активности, чувствительностью к инги�
биторам) и молекулярной структурой ферментов,
продуцируемых различными видами микроорга�
низмов. Эта система была уточнена и дополнена в
1995 г. K. Bush, G. Jacoby и A. Medeiros с учетом но�
вых ферментов, описанных у энтеробактерий, и в
настоящее время принята большинством исследо�
вателей [4, 12].

2.1. Цефалоспориназы, слабо ингибируе�
мые клавулановой кислотой (группа 1)

Г р у п п а  1   в функциональной классификации
K. Bush, G. Jacoby и A. Medeiros включает фермен�
ты грамотрицательных бактерий, соответствующие
молекулярному классу С. Предпочтительными суб�
стратами для них являются цефалоспорины. Кла�
вулановая кислота, сульбактам и тазобактам обла�
дают незначительной ингибирующей активностью
в отношении β�лактамаз данного типа. 

Цефалоспориназы, как правило, являются хро�
мосомно�кодируемыми и распространены среди
многих видов семейства Enterobacteriaceae, а также
у отдельных неферментирующих грамотрицатель�
ных микроорганизмов, включая Pseudomonas aeru�
ginosa [4].

Влияние β�лактамаз класса C на фенотип резис�
тентности различных видов бактерий определяется

характером экспрессии соответствующих генов
(ampC). Для штаммов Escherichia coli и Shigella spp.
характерен низкий уровень продукции хромосом�
ных цефалоспориназ, который может быть обнару�
жен с помощью чувствительных тестов, однако не
обеспечивает устойчивость к цефалоспоринам и пе�
нициллинам [3]. 

Продукция аналогичных ферментов у Entero�
bacter spp., Serratia spp., Citrobacter freundii, Morga�
nella morganii, Providencia stuartii и Providencia
rettgeri носит индуцибельный характер. В отсутст�
вие антибиотика цефалоспориназы вырабатывают�
ся в следовых количествах, однако многие β�лакта�
мы способны вызывать функциональную дерепрес�
сию генов ampC и быстрое увеличение синтеза фер�
ментов. 

Чувствительность «индуцибельных» штаммов к
тем или иным антибиотикам зависит, таким обра�
зом, не только от эффективности их расщепления
β�лактамазами, но и от способности антибиотиков
усиливать экспрессию ampC. 

Ампициллин и цефалоспорины I поколения, яв�
ляясь сильными индукторами, быстро разрушают�
ся под действием цефалоспориназ и поэтому не об�
ладают активностью в отношении перечисленных
видов бактерий. Карбоксипенициллины, уреидопе�
нициллины, цефалоспорины II–III поколений и
монобактамы также являются лабильными, однако
сохраняют активность, поскольку не вызывают ин�
дукцию. 

Приобретенная резистентность к этим препара�
там обычно развивается вследствие мутаций в ло�
кусе ampD, приводящих к постоянной гиперпро�
дукции хромосомных цефалоспориназ. Карбапене�
мы и цефалоспорины IV поколения вследствие сво�
ей стабильности остаются эффективными как в от�
ношении «индуцибельных», так и гиперпродуциру�
ющих штаммов [13].

У редких штаммов E. coli и Klebsiella pneumoniae
были выявлены плазмидно�кодируемые β�лактама�
зы класса C: MIR�1, BIL�1, MOX�1, FOX�1, гены ко�
торых проявляют гомологию с ampC Enterobacter
spp. и C. freundii и экспрессируются конститутив�
но [3].

2.2. Пенициллиназы, цефалоспориназы 
и β5лактамазы широкого спектра, ингибиру�
емые клавулановой кислотой (группа 2)

Г р у п п а  2  является наиболее обширной и объ�
единяет ферменты, относящиеся к молекулярным
классам A и D (рис. 2). На основании субстратных
различий β�лактамазы, входящие в эту группу, раз�
делены на 8 функциональных категорий.

Г р у п п а  2a  включает в основном плазмидные
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пенициллиназы грамположительных микроорга�
низмов Staphylococcus spp. и Bacillus spp. Стафило�
кокковые β�лактамазы эффективно разрушают
природные и полусинтетические пенициллины,
кроме группы оксациллина, их функция подавляет�
ся ингибиторами – клавулановой кислотой, суль�
бактамом и тазобактамом [4].

К  г р у п п е  2b  относятся наиболее распростра�
ненные среди штаммов E. coli, Proteus mirabilis и
K. pneumoniae плазмидные β�лактамазы TEM�1,
TEM�2 и SHV�1. Предпочтительными субстратами
для них являются пенициллины, включая ампи�
циллин, амоксициллин, тикарциллин и карбени�
циллин. Уреидопенициллины, цефалоспорины I
поколения и цефоперазон расщепляются фермен�
тами данной группы с меньшей эффективностью
[14]. Поэтому TEM�1, TEM�2 и SHV�1 часто опи�
сывают как пенициллиназы широкого спектра.

Г р у п п а  2be  объединяет более 80 производных
TEM�1, TEM�2 и SHV�1, известных как β�лактама�
зы расширенного спектра (extended�spectrum β�lac�
tamases – ESBL), которые обладают способностью
расщеплять цефалоспорины III–IV поколений и
монобактамы наряду с ранними цефалоспоринами
и пенициллинами. 

Кроме того, к этой же функциональной группе
могут быть отнесены плазмидные цефотаксимазы
Toho�1, CTX�M�1 – CTX�M�16, принадлежащие
к молекулярному классу A и проявляющие наибо�
лее выраженную гомологию с хромосомными 
β�лактамазами Kluyvera ascorbata, Klebsiella oxytoca,
Proteus vulgaris и Citrobacter diversus [15].

Среди различных представителей группы 2be
отмечается выраженная субстратная предпочти�
тельность к отдельным цефалоспоринам расширен�
ного спектра, например цефтазидиму или цефотак�
симу, однако продукция подавляющего большинст�
ва ESBL может вызывать резистентность ко всем
оксиимино�β�лактамам [3]. Карбапенемы и цефа�
мицины не входят в спектр антибиотиков, разруша�

емых ESBL. Ферменты этой группы также прояв�
ляют чувствительность к ингибиторам.

Г р у п п а  2br,  впервые выделенная в системе
классификации K. Bush, G. Jacoby и A. Medeiros,
представлена в основном производными TEM 
β�лактамаз, отличительной особенностью которых
является устойчивость к ингибиторам. Большинст�
во ингибиторорезистентных TEM (IRT) фермен�
тов, а также единственная β�лактамаза SHV�типа
(SHV�10), входящая в группу 2br, выявлены у кли�
нических штаммов E. coli [16, 17, 18].

Г р у п п а  2c  соответствует карбенициллиназам
грамотрицательных бактерий, которые принадле�
жат к молекулярному классу A. Ферменты PSE�1,
PSE�3 и PSE�4, относящиеся к этой группе, облада�
ют более высокой скоростью гидролиза карбени�
циллина, чем бензилпенициллина, и подавляют�
ся клавулановой кислотой. Сходные свойства
проявляют также β�лактамазы BRO�1 и BRO�2
Moraxella catarrhalis и β�лактамаза SAR�1 Vibrio
cholerae [12].

Оксациллиназы (г р у п п а  2 d) OXA�1 – OXA�
9, OXA�10 (PSE�2) и OXA�11 наиболее эффективно
расщепляют клоксациллин и оксациллин. Их ак�
тивность слабо подавляется ингибиторами, вслед�
ствие чего оксациллиназы могут вызывать устойчи�
вость энтеробактерий к амоксициллину/клавула�
новой кислоте [3].

Г р у п п а  2e  включает цефалоспориназы, ха�
рактеризующиеся активностью в отношении окси�
иминоцефалоспоринов и высокой чувствительнос�
тью к клавулановой кислоте. Представителями
этой группы ферментов являются индуцибельные
хромосомные β�лактамазы (цефуроксимазы) P. vul�
garis и C. diversus, а также хромосомные β�лактама�
зы Bacteroides spp. и L2 Stenotrophomonas maltophilia
[4].

Редкие β�лактамазы молекулярного класса A,
гидролизующие карбапенемы и проявляющие чув�
ствительность к клавуланату NMC�A, Imi�1
Enterobacter cloacae и Sme�1 Serratia marcescens, объ�
единены в  г р у п п у  2f  [4].

2.3. Металло5ββ5лактамазы (группа 3)

Цинксодержащие β�лактамазы, относящиеся к
молекулярному классу B и функциональной 
г р у п п е  3  в классификации K. Bush, G. Jacoby и
A. Medeiros, проявляют гидролитическую актив�
ность в отношении подавляющего большинства 
β�лактамов, включая карбапенемы. Ферменты
данного типа ингибируются соединениями, хелати�
рующими цинк, например ЭДТА. 

Индуцибельные хромосомно�кодируемые ме�
талло�β�лактамазы описаны у S. maltophilia (L1),

Рис. 2. Соответствие структурной и функциональной
классификации β�лактамаз
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Aeromonas spp. (A2, CphA), Burkholderia cepacia
(PCM�1) и Bacteroides fragilis (CcrA) [5]. У отдель�
ных штаммов S. marcescens, P. aeruginosa и B. fragilis
были выявлены Zn2+�зависимые карбапенемазы,
гены которых имеют плазмидную локализацию [3].

3. Распространенность TEM и SHV ββ5лакта5
маз и их роль в развитии резистентности 
к ββ5лактамным антибиотикам

3.1. ββ5Лактамазы широкого спектра TEM�1,
TEM�2 и SHV�1

Особое значение плазмидных β�лактамаз TEM�
и SHV�типов связано с их широким распростране�
нием среди грамотрицательных бактерий. По дан�
ным различных исследователей, TEM�1 встречает�
ся у 73–94% ампициллинорезистентных штаммов
E. coli и составляет около 80% всех плазмидных 
β�лактамаз энтеробактерий [19, 20, 21]. Продукция
этого фермента отмечается не только у многих ви�
дов семейства Enterobacteriaceae, но и у представи�
телей других групп микроорганизмов, например
Haemophilus, Neisseria, Pseudomonas, Acinetobacter и
Vibrio spp. [3, 22, 23]. 

Распространенность TEM�1 наиболее вероятно
связана с локализацией генов, кодирующих этот
фермент, в составе транспозонов (Tn2, Tn3), обес�
печивающих возможность их перемещения между
конъюгативными плазмидами с широким кругом
хозяев [24], однако данное обстоятельство не явля�
ется единственным объяснением доминирования
TEM�1. 

TEM�2 отличается от TEM�1 заменой единст�
венного аминокислотного остатка (Глн39→Лиз),
которая проявляется в основном в повышении
изоэлектрической точки данного фермента
(pI 5,4→5,6) и существенно не изменяет спектр его
активности [3, 22]. Ген, кодирующий TEM�2, также
входит в состав транспозона Tn1, который практи�
чески идентичен Tn3, за исключением точечной му�
тации в промоторной области, усиливающей транс�

крипцию blaTEM�2, и 5 нуклеотидных замен в струк�
турной части blaTEM гена, 4 из которых являются
молчащими [25]. 

Тем не менее, несмотря на минимальные генети�
ческие и фенотипические различия между TEM�1 и
TEM�2, частота встречаемости последнего фермен�
та не превышает 4% [26]. Продукция TEM�2 явля�
ется наиболее характерной для штаммов P. mirabilis
[17, 27, 28].

Наиболее родственные в структурном и функ�
циональном отношениях ферменты, относящиеся к
генетической группе SHV, в большей степени рас�
пространены среди микроорганизмов рода Kleb�
siella [22, 29], хотя плазмидно�кодируемые β�лакта�
мазы этой группы также встречаются у представи�
телей других родов семейства Enterobacteriaceae.
Ген SHV�1 может иметь как плазмидную, так и хро�
мосомную локализацию у штаммов K. pneumoniae и
не связан с мобильными генетическими элемента�
ми [2]. 

Аминокислотные последовательности фермен�
тов TEM�1 и SHV�1 гомологичны на 65% [30]. Оба
фермента обладают сходной пространственной
структурой, характерной для β�лактамаз класса A
[11, 31, 32], и близкими спектрами ферментативной
активности (табл. 1).

Экспрессия генов TEM и SHV β�лактамаз осу�
ществляется конститутивно, однако уровень про�
дукции ферментов определяется эффективностью
промоторов и копийностью плазмид, с которыми
связаны гены [33, 34]. Продукция даже небольшого
количества TEМ�1, TEМ�2 или SHV�1 приводит к
формированию высокого уровня резистентности
(МПК≥256 мкг/мл) к амино� и карбоксипеницил�
линам. 

Каталитическая активность TEM пенициллиназ
и SHV�1 в отношении уреидопенициллинов, цефа�
лоспоринов I поколения и цефоперазона выражена
меньше. Наблюдаемая у различных штаммов�про�
дуцентов вариабельность значений МПК этих ан�
тибиотиков (8–512 мкг/мл – у пиперациллина,

тнемреФ яанрялукелоМ
аДк,ассам *Ip

CI%,азилордигьтсороксяаньлетисонтО 05 , µ **M

NEP PMA BRAC ROL TOL XAT ZAT MTA AC LUS BZT
1�MET 9,82 4,5 001 001 01 041 02 70,0 10,0 3,0 90,0 1,6 40,0
2�MET 9,82 6,5 001 001 6 021 4,9 80,0 10,0< 4,0 81,0 7,8 50,0
1�VHS 8,82 6,7 001 051 3,6 84 5,6 81,0 20,0 83,0 30,0 71 41,0

Таблица 1. Характеристика ββ$лактамаз широкого спектра TEM$1, TEM$2 и SHV$1 [4]

Примечние. * pI – изоэлектрическая точка фермента, ** IC50 – концентрация, подавляющая 50% активности фермента. PEN – пе�
нициллин, AMP – ампициллин, CARB – карбенициллин, LOR – цефалоридин, LOT – цефалотин, TAX – цефотаксим, TAZ – цеф�
тазидим, ATM – азтреонам, CA – клавулановая кислота, SUL – сульбактам, TZB – тазобактам.
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16–256 мкг/мл – у цефалотина, 0,5–64 мкг/мл – у
цефоперазона) определяется главным образом ко�
личеством вырабатываемого фермента [3].

Клавулановая кислота, сульбактам и тазобактам
обладают различной ингибирующей способностью в
отношении пенициллиназ. Сульбактам – наименее
эффективный ингибитор, поэтому in vitro чувстви�
тельность к комбинации ампициллин/сульбактам
(≤8/4 мкг/мл) наблюдается лишь у 25% пеницилли�
назопродуцирующих штаммов E. coli. В то же время
чувствительность к амоксициллину/клавуланату
(≤8/4 мкг/мл), тикарциллину/клавуланату
(≤16/2 мкг/мл) и пиперациллину/тазобактаму
(≤16/4 мкг/мл) отмечается соответственно у 60, 70
и более 90% штаммов, экспрессирующих blaTEM�1 [3].

Продукция β�лактамаз TEМ�1, TEМ�2 и SHV�1
не вызывает устойчивость к цефамицинам, окси�
имино�аминотиазолил�цефалоспоринам, монобак�
тамам и карбапенемам, поскольку препараты пере�
численных групп практически не расщепляются
данными ферментами [3, 4, 22].

3.2. Эволюция ββ�лактамаз расширенного
спектра. Структурные и функциональные
особенности ESBL

Внедрение в начале 80�х годов прошлого века в
широкую клиническую практику цефалоспоринов
III поколения (цефотаксима, цефтазидима), кото�
рые эффективно подавляют штаммы, продуцирую�
щие классические плазмидные пенициллиназы, в
течение короткого периода привело к появлению и
широкому распространению производных TEM и
SHV, способных эффективно связывать и разру�
шать оксиимино�аминотиазолил�β�лактамы. Эти
ферменты получили название ESBL – β�лактамаз
расширенного спектра [2].

Первый клинический штамм, продуцирующий
ESBL, был выделен в 1982 г. в Англии [22]. Этот
штамм K. oxytoca явился причиной развития ряда
инфекционных осложнений в неонатологическом
отделении в Ливерпуле. Изначально выделенный
штамм был резистентным к гентамицину, но чувст�
вительным к цефтазидиму и продуцировал β�лакта�
мазу TEM�1. 

В ходе последующей терапии с использованием
цефтазидима штамм приобрел резистентность к
данному препарату. Ген резистентности был лока�
лизован в составе 141�тпн конъюгативной плазми�
ды. Практически он идентичен TEM�1, за исключе�
нием замены одного нуклеотида в положении 
609. 

Замена соответствующей аминокислоты
(Арг164→Сер) в активном центре фермента привела
к появлению новой β�лактамазы, способной рас�

щеплять цефтазидим и получившей впоследствии
название TEM�12 [36, 37]. Аналогичный фермент
найден у цефтазидиморезистентных штаммов E. coli
в США и K. oxytoca в Англии [37].

В 1983 г. в Западной Германии были выделены
3 штамма K. pneumoniae и один – S. marcescens, спо�
собные передавать при конъюгации резистентность
к цефотаксиму [37]. Найденная у этих штаммов
плазмидная β�лактамаза оказалась производной
SHV�1 и была названа SHV�2. Так же, как и в слу�
чае TEM�12, новый фермент отличался от предше�
ственника заменой единственного аминокислотно�
го остатка (Гли238→Сер) [38].

В настоящее время различные ESBL, производ�
ные TEM�1, TEM�2 и SHV�1, отличающиеся заме�
нами одной и более аминокислот, широко распро�
странены в странах Европы, Азии, Африки, Север�
ной и Южной Америки и в Австралии [2]. По дан�
ным многих авторов, встречаемость ESBL у госпи�
тальных штаммов K. pneumoniae составляет в раз�
личных странах от 7 до 75% [3, 39, 40]. В России в
отдельных стационарах частота выявления этих
ферментов у клебсиелл достигает 90% [41]. 

Распространение ESBL часто носит эпидемиче�
ский характер, при этом доминируют определенные
штаммы или ферменты в масштабах как отдельных
центров, так и обширных географических зон. Так,
например, в Бельгии и Франции преобладающими
являются штаммы K. pneumoniae, относящиеся к од�
ному серотипу K25 и продуцирующие SHV�4 [42],
β�лактамазы TEM�10 и TEM�26 в основном распро�

странены у различных штаммов в США [3]. Случаи
конвергентной эволюции ESBL и de novo образова�
ния идентичных ферментов от разных предшествен�
ников также описаны в литературе [43, 44].

Наиболее частые продуценты ESBL – штаммы
K. pneumoniae [3]. Причины преобладания ESBL у
клебсиелл по сравнению с другими представителя�
ми семейства Enterobacteriaceae, например E. coli,
остаются невыясненными, поскольку пока не най�
дено различий в механизмах экспрессии и скорости
накопления мутаций в генах TEM и SHV β�лакта�
маз у E. coli и K. pneumoniae [22]. Лечение инфек�
ций, вызванных ESBL�продуцирующими штамма�
ми K. pneumoniae, часто осложняется их множест�
венной антибиотикорезистентностью, поскольку
гены ESBL обычно расположены в составе больших
«полирезистентных» плазмид [45].

Описано около 60 отличающихся по спектру му�
таций ESBL�производных TEM�типа и более 20
ESBL, относящихся к группе SHV. Для большинст�
ва этих ферментов имеются исчерпывающие дан�
ные о характере аминокислотных замен, определя�
ющих расширенный спектр активности (табл. 2).
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Отдельные мутации, например замена
Гли238→Сер, обнаруживаемая как у TEM�, так и
SHV�производных, значительно повышают катали�
тическую активность в отношении цефтазидима,
цефотаксима и азтреонама [22, 30]. Продукция 
β�лактамаз TEM�3, TEM�4, TEM�8, TEM�15, 
TEM�19, SHV�2, SHV�3, SHV�4 и SHV�5, содержа�

щих Сер�238, приводит к формированию высокого
уровня резистентности (МПК≥16 мкг/мл) ко всем
оксиимино�β�лактамам [3]. 

Другие мутации, например Арг164→Сер у TEM�7,
TEM�10, TEM�12 и TEM�26, вызывают преимуще�
ственное повышение устойчивости к цефтазидиму
(МПК – 4–256 мкг/мл), оставляя значения МПК

тнемреФ
*1�METоньлетисонтонемазхынтолсиконимаиицизоП

Ip
12 93 24 15 29 401 351 461 281 732 832 042 442 562 862

1�MET L Q A L G E H R M A G E R T S 4,5
3�MET K K S 3,6
4�MET F K S M 9,5
5�MET S T K 55,5
6�MET K H 9,5
7�MET K S 4,5
8�MET K K S S 9,5
9�MET F K S M 5,5

01�MET S K 6,5
11�MET K H 6,5
21�MET S 52,5
31�MET K M 6,5
51�MET K S 0,6
61�MET K K H 3,6
71�MET K
81�MET K K 3,6
91�MET S 4,5
02�MET T S 4,5
12�MET K K R S 4,6
22�MET K K G S 3,6
42�MET K K S T K 5,6
52�MET F S M 3,5
62�MET K S 6,5
72�MET H K M 9,5
82�MET H K 1,6
92�MET H 24,5
24�MET K V S K M 8,5
34�MET K H T 1,6
64�MET K K S K 5,6
74�MET S K M 0,6
84�MET F S K M 0,6
94�MET F S K M G 0,6
25�MET K T S 0,6
35�MET F S
45�MET L
65�MET K K R 4,6
75�MET D 2,5
06�MET K P K S 4,6
16�MET K H K 5,6
36�MET F K S T 6,5
66�MET K D K S 0,6

Таблица 2. Спектр мутаций у ESBL TEM$ и SHV$типов [46]
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цефотаксима, цефтриаксона и цефпирома для боль�
шинства штаммов E. coli и K. pneumoniae на уровне
0,06–4 мкг/мл [3]. Вместе с тем продукция значи�
тельного количества ферментов со «слабой» ESBL�
активностью, особенно у штаммов с пониженной
проницаемостью наружной клеточной мембраны,
приводит к существенно более высокому уровню
резистентности и, что наиболее важно, может яв�
ляться причиной клинической неэффективности
цефалоспоринов III–IV поколений [48].

Таким образом, ESBL�продуцирующие штаммы
рассматриваются как биологически устойчивые ко
всем оксиимино�β�лактамам независимо от наблю�
даемого in vitro уровня резистентности [3].

3.3. Ингибиторорезистентные ββ�лактамазы
и ферменты, содержащие мутации, харак�
терные для ингибиторорезистентных TEM
ферментов и ESBL

Наряду с ферментами, проявляющими расши�
ренный спектр активности, семейства ТЕМ и SHV
β�лактамаз включают дополнительное число произ�
водных, обладающих устойчивостью к ингибито�
рам: клавулановой кислоте, сульбактаму и тазобак�
таму. За исключением SHV�10 все известные инги�
биторорезистентые β�лактамазы класса A являются
вариантами ТЕМ�1 и TEM�2 (табл. 3).

IRT ферменты впервые описаны у штаммов
E. coli в 1992 г. [49]. Впоследствии различные вариан�
ты IRT, в основном отличающиеся заменами ами�
нокислотных остатков в позициях 69, 165, 182, 244,
275 и 276, были обнаружены у госпитальных и вне�
больничных штаммов Е. coli [17, 50, 51], а также у
отдельных клинических изолятов P. mirabilis [52] и
Klebsiella spp. [53, 54]. Все энтеробактерии, проду�

цирующие IRT, были выделены в странах Западной
Европы – Испании, Франции, Великобритании и
Греции [17]. 

Согласно результатам обзорного исследования,
проведенного во Франции, наиболее частыми про�
дуцентами IRT являются уропатогенные штаммы
E. coli, что, вероятно, объясняется широким исполь�
зованием ингибиторозащищенных пенициллинов
для лечения инфекций мочевыводящих путей [51].

Устойчивость к ингибиторам может развиваться
путем независимого накопления аналогичных му�
таций у разных TEM ферментов. Так, ингибиторо�
резистентные β�лактамазы P. mirabilis TEM�44 и
TEM�65 являются производными TEM�2, наиболее
распространенной у данного вида микроорганиз�
мов пенициллиназы, и образуются в результате му�
таций Арг244→Сер и Арг244→Цис, также характерных
для ферментов TEM�30 и TEM�31, предшественни�
ком которых является TEM�1 [17, 52].

Несмотря на резистентность к пенициллинам,
продуценты IRT обычно проявляют чувствитель�
ность к цефалоспоринам, включая препараты I по�
коления (цефалотин). Уровень их устойчивости к
пиперациллину/тазобактаму обычно ниже, чем к
амоксициллину/ клавулановой кислоте и ампицил�
лину/сульбактаму, главным образом из�за более
высокой стабильности пиперациллина [3].

Три фермента, описанные в настоящее время,
объединяют в своей структуре мутации, характер�
ные для ESBL и ингибиторорезистентных произ�
водных. SHV�10 является производной β�лактама�
зы расширенного спектра SHV�9 и отличается
единственной аминокислотной заменой
(Сер130→Гли), в результате которой фермент прак�
тически полностью утрачивает активность в отно�

*1�VHSоньлетисонтонемазхынтолсиконимаяицизоП
8 53 34 45 041 971 291 391 502 832 042

1�VHS I L R G A D K L R G E 6,7
2�VHS S 6,7

a2�VHS Q S 6,7
3�VHS L S 0,7
4�VHS L S K 8,7
5�VHS S K 2,8
6�VHS A 6,7
7�VHS F S S K 6,7
8�VHS N 6,7
9�VHS leD R N V S K 2,8

11�VHS Q 6,7
21�VHS Q S K 2,8

Окончание табл. 2

Примечание. *Нумерация аминокислотных остатков согласно R.P. Ambler [47]. Обозначения аминокислот: A – аланин, C – цисте�
ин, D – аспарагиновая кислота, E – глутаминовая кислота, F – фенилаланин, G – глицин, H – гистидин, K – лизин, L – лейцин, 
M – метионин, P – пролин, Q – глутамин, R – аргинин, S – серин, T – треонин, V – валин, I – изолейцин. Del – делеция.
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шении цефалоспоринов и одновременно приобре�
тает устойчивость к ингибиторам [18]. 

β�Лактамаза TEM�50 (CMT�1) содержит мута�
ции, обнаруживаемые у IRT�4 (Лей�164, Асп�276) и
TEM�15 (Лиз�104, Сер�238). В результате их ком�
бинирования TEM�50 проявляет кинетические па�
раметры (Km, kcat и IC50) на уровне средних значений
соответствующих констант IRT�4 и TEM�15 и обес�
печивает устойчивость штамма�продуцента (E. coli
GR102) к невысоким концентрациям амоксицил�
лина/клавулановой кислоты (МПК 64 мкг/мл) и
цефтазидима (МПК 1 мкг/мл) [55]. 

β�Лактамаза TEM�68 (CMT�2) объединяет му�
тации, характерные для TEM�47 (Сер�238, Лиз�240,
Мет�265) и IRT�9 (Лей�275). При этом гидролити�
ческая активность TEM�68 в отношении цефало�
споринов расширенного спектра сопоставима с ак�
тивностью TEM�47, но в меньшей степени подавля�
ется клавулановой кислотой и тазобактамом [56]. 

Возможно, что эволюционно более эффектив�
ным путем формирования одновременной устойчи�

вости к ингибиторозащищенным пенициллинам и
оксиимино�β�лактамам является продукция не�
скольких β�лактамаз, которая неоднократно отме�
чалась у клинических штаммов энтеробактерий [2,
3, 57].

4. Современные методы диагностики 
и типирования ββ5лактамаз

4.1. Фенотипические методы

4.1.1. Хромогенные тесты для обнаружения
продукции β�лактамаз

Продукция β�лактамаз у многих видов микроор�
ганизмов может быть выявлена с помощью чувст�
вительных хромогенных тестов, основанных на ис�
пользовании специальных субстратов, изменяю�
щих окраску в результате расщепления, или на на�
блюдении реакции, сопряженной с процессом гид�
ролиза β�лактамов [12]. 

Наиболее широко используемым хромогенным

тнемреФ
*1�METоньлетисонтонемазхынтолсиконимаиицизоП

Ip
93 96 401 031 561 281 832 042 442 262 562 572 672

1�MET Q M E S W M G E R V T R N 4,5
)2�TRI(03�MET S 2,5
)1�TRI(13�MET C 2,5
)3�TRI(23�MET I T 4,5
)5�TRI(33�MET L 4,5
)6�TRI(43�MET V 4,5
)4�TRI(53�MET L D 2,5
)7�TRI(63�MET V D 2,5
)8�TRI(73�MET I D 2,5
)9�TRI(83�MET V L 2,5

)01�TRI(93�MET L R D 4,5
)11�TRI(04�MET I 4,5
)31�TRI(44�MET K S 4,5
)41�TRI(54�MET L Q 2,5
)1�TMC(05�MET L K S D 6,5
)51�TRI(15�MET H 2,5

85�MET S I 2,5
)71�TRI(95�MET K G 6,5

56�MET K C 4,5
)2�TMC(86�MET S K M L 7,5

*1�VHSоньлетисонтонемазхынтолсиконимаиицизоП
45 031 041 291 391 832 042

1�VHS G S A K L G E 6,7
01�VHS leD G R N V S K 2,8

Таблица 3. Спектр мутаций у ингибиторорезистентных ββ$лактамаз TEM$ и SHV$типов [46]

Примечание. *Нумерация аминокислотных остатков согласно R.P. Ambler [47]. Обозначения аминокислот: A – аланин, C – цисте�
ин, D – аспарагиновая кислота, E – глутаминовая кислота, G – глицин, H – гистидин, K – лизин, L – лейцин, M – метионин, Q –
глутамин, R – аргинин, S – серин, T – треонин, V – валин, I – изолейцин, N – аспарагин. Del – делеция.
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субстратом является нитроцефин – цефалоспорин,
расщепляемый большинством β�лактамаз с образо�
ванием продукта, окрашенного в интенсивно�крас�
ный цвет [58]. Наблюдение реакции гидролиза нит�
роцефина в растворе или на бумажных дисках, ино�
кулированных исследуемой бактериальной культу�
рой, является наиболее быстрым, чувствительным
и специфичным тестом на наличие β�лактамаз. 

Альтернативные методы детектирования β�лак�
тамазной активности включают йодометрические и
ацидометрические тесты. Первый вид исследова�
ний основан на способности продуктов гидролиза
β�лактамных антибиотиков восстанавливать йод до
йодида, вызывая обесцвечивание йодокрахмально�
го комплекса [12]. Изменение окраски кислотно�ос�
новных индикаторов, например бромкрезолового
пурпурного, вызванное появлением дополнитель�
ной карбоксильной группы при расщеплении 
β�лактамного кольца, является основой использо�
вания ацидометрических методов [12]. 

Для некоторых видов возбудителей, особенно
Haemophilus spp. и Neisseria spp., выявление продук�
ции β�лактамаз с помощью хромогенных тестов
считается основным предиктором чувствительнос�
ти к β�лактамам [3]. Однако для большинства мик�
роорганизмов, в первую очередь для представите�
лей семейства Enterobacteriaceae, важно не столько
наличие β�лактамаз, сколько тип продуцируемых
ферментов, который определяет спектр антибиоти�
корезистентности.

4.1.2. Анализ антибиотикограммы

Первичная информация о характере β�лактамаз
может быть получена на основании анализа профи�
лей чувствительности штаммов�продуцентов. В ча�
стности, при наличии у клинических штаммов
K. pneumoniae резистентности к пенициллинам и
цефалоспоринам I–III поколений дополнительное

определение чувствительности к цефокситину или
цефотетану позволяет дифференцировать продук�
цию плазмидно�кодируемых β�лактамаз класса C
(AmpC) и ESBL, относящихся к молекулярному
классу A [3].

В отдельных работах показано, что с помощью
количественной оценки чувствительности к широ�
кому спектру β�лактамных антибиотиков (20 и бо�
лее субстратов) возможна более точная идентифи�
кация β�лактамаз, относящихся к одной функцио�
нальной группе, например нескольких ESBL�про�
изводных TEM и SHV (табл. 4) [59]. Однако метод
типирования β�лактамаз, основанный на интерпре�
тации данных определения чувствительности, име�
ет существенные ограничения. 

В о � п е р в ы х,  многие ферменты, отличающи�
еся структурно, могут вызывать сходные профили
антибиотикорезистентности у штаммов�продуцен�
тов. Так, механизмы устойчивости E. coli к ингиби�
торозащищенным пенициллинам, связанные с ги�
перпродукцией пенициллиназ TEM�1 и TEM�2,
продукцией IRT или β�лактамаз OXA�типа, невоз�
можно дифференцировать на основании оценки ан�
тибиотикограммы [60]. 

В о � в т о р ы х,  спектр устойчивости и МПК
различных β�лактамов могут изменяться в зависи�
мости от количества вырабатываемого фермента,
что особенно важно учитывать при диагностике
ESBL [3]. По данным O. Paniara и соавт., вариабель�
ность МПК β�лактамных антибиотиков, наблюдае�
мая у клинических штаммов K. pneumoniae с раз�
личным уровнем продукции SHV�5, не позволяет
рассматривать анализ фенотипов резистентности
как эффективный метод эпидемиологического ти�
пирования ESBL�продуцирующих штаммов [61]. 

В � т р е т ь и х,  идентификация невозможна при
наличии у штаммов нескольких β�лактамаз или до�
полнительных механизмов устойчивости, таких,

тнемреФ

�ищазоротибигнИ
ыниллицинепеыннещ ыниропсолафеЦ еигурД

β ыматкал�

LX BA CLT CTP EC TC ZT LZT OL BC RC ZC XP ZF MP MX NC PI TA

VHS + + + + + + + + + +
MET + + + + + + + + + + + +
AXO + + + + + + + + + + + + + + + + +
CpmA + + + + + + + +

Таблица 4. Наборы антибиотиков, позволяющих дифференцировать продукцию различных 
ββ$лактамаз у энтеробактерий [59]

Примечание. XL – амоксициллин/клавулановая кислота, AB – ампициллин/сульбактам, TLC – тикарциллин/клавулановая кис�
лота, PTC – пиперациллин/тазобактам, CE – цефалотин, CT – цефотаксим, TZ – цефтазидим, TZL – цефтазидим/клавулановая
кислота, LO – лоракарбеф, CB – цефтибутен, CR – цефпиром, CZ – цефтизоксим, PX – цефподоксим, FZ – цефодизим, PM – це�
фепим, XM – цефуроксим, CN – цефотетан, IP – имипенем, AT – азтреонам. (+) – отличительный субстрат.
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как снижение проницаемости наружной мембраны
[3]. В связи с этим следует отметить, что экспрессия
множественных факторов устойчивости к β�лак�
тамным антибиотикам становится все более рас�
пространенной, особенно среди госпитальных
штаммов энтеробактерий [2, 41, 57].

4.1.3. Скрининговые методы выявления ESBL

Наиболее сложной является интерпретация ре�
зультатов определения чувствительности ESBL�
продуцирующих штаммов. Поскольку при тестиро�
вании таких штаммов значения МПК цефалоспо�
ринов III–IV поколений не всегда достигают уров�
ня резистентности (8–16 мкг/мл), возникает необ�
ходимость использования специальных методов
диагностики ESBL [3]. Применяемые с этой целью
фенотипические тесты основаны на эффекте подав�
ления активности ESBL в отношении оксиимино�
β�лактамов в присутствии клавулановой кислоты. 

Метод «двойных дисков» представляет вариант
классического дискодиффузионного метода опре�
деления чувствительности, который позволяет об�
наружить продукцию ESBL по наличию расширен�
ной зоны подавления роста вокруг диска с цефало�
спорином III поколения, например цефтазидимом,
расположенного на расстоянии 20–30 мм от диска,
содержащего клавулановую кислоту, обычно в виде
комбинации амоксициллин/клавуланат (рис. 3). 

Известные модификации данного метода, повы�
шающие эффективность детектирования ESBL,
включают использование дисков с различными ок�
сиимино�β�лактамами, а также их размещение на
разном удалении от диска, содержащего ингибитор
[12].

Прямое сравнение уровней устойчивости к це�
фалоспоринам расширенного спектра и их комби�
нациям с клавулановой кислотой, используемое в
ряде коммерчески доступных диагностических сис�

тем, обеспечивает более объективную оценку про�
дукции ESBL. 

В частности, критерием идентификации ESBL с
помощью E�тестов (AB Biodisk, Швеция) является
снижение МПК цефтазидима в 4 и более раз в при�
сутствии клавулановой кислоты (2 мкг/мл) [62], а
при использовании дисков, содержащих комбина�
ции цефподоксима (10/1 мкг; Oxoid Ltd, Велико�
британия), цефтазидима и цефотаксима c клавула�
новой кислотой (30/10 мкг; MAST Ltd, Великобри�
тания), – увеличение зоны подавления роста не ме�
нее чем на 6 мм [63], или в 1,5 раза [64] по сравне�
нию с дисками, содержащими аналогичные субст�
раты без ингибитора. 

Использование нескольких цефалоспоринов в
качестве индикаторных субстратов, как правило,
повышает эффективность выявления ESBL [12].
Цефтазидим может быть предпочтительным субст�
ратом при тестировании K. oxytoca, поскольку в от�
личие от цефотаксима, цефтриаксона и азтреонама
сохраняет активность в отношении штаммов, ги�
перпродуцирующих хромосомную β�лактамазу K1
[3], а при исследовании штаммов Enterobacter,
Citrobacter и Serratia spp. с конститутивной экспрес�
сией ampC наиболее чувствительными индикатора�
ми продукции ESBL являются цефалоспорины
IV поколения – цефепим и цефпиром [3].

4.1.4. Изоэлектрическое фокусирование (ИЭФ)

Использование ИЭФ для исследования β�лакта�
маз впервые описано A. Matthew и соавт. в 1975 г.
[65]. Данный метод был первоначально использо�
ван для дифференциации хромосомных и плазмид�
но�кодируемых β�лактамаз грамотрицательных
бактерий. Впоследствии он позволил идентифици�
ровать множество ферментов, отличающихся зна�
чениями изоэлектрических точек. 

Как правило, анализ β�лактамаз с помощью
ИЭФ не требует их тонкой очистки, поскольку
после электрофоретического разделения специфи�
ческая гидролитическая активность β�лактамаз мо�
жет быть выявлена путем окрашивания гелей нит�
роцефином или другим хромогенным субстратом
[65]. Модификации методов детектирования β�лак�
тамазной активности в геле, в частности использо�
вание селективных ингибиторов (клавулановой
кислоты, ЭДТА), позволяют установить не только
значения изоэлектрических точек, но и принадлеж�
ность β�лактамаз к определенной функциональной
группе [58]. 

Для выделения β�лактамаз перед ИЭФ обычно
применяются такие быстрые методы, как разруше�
ние наружной клеточной мембраны с помощью
ультразвука, высокого давления, последовательно�

Рис. 3. Использование метода «двойных дисков» для вы�
явления продукции ESBL: A – отрицательный результат,
Б – положительный результат. Обозначения дисков: AMC
– амоксициллин/клавулановая кислота (20/10 мкг),
CAZ – цефтазидим (30 мкг), CTX – цефотаксим (30 мкг)

А Б
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го замораживания–оттаивания, осмотического шо�
ка или хлороформенной экстракции, с последую�
щим центрифугированием для удаления разрушен�
ных клеток [66]. 

При использовании готовых полиакриламид�
ных гелей, содержащих амфолиты, определение
изоэлектрических точек может быть проведено в
течение нескольких часов [67]. Скорость анализа в
сочетании с возможностью одновременного тести�
рования значительного количества штаммов позво�
ляет использовать метод ИЭФ для исследования
эпидемиологии β�лактамаз [58].

До середины 80�х годов прошлого века число из�
вестных плазмидных β�лактамаз не превышало 20.
Все они могли быть дифференцированы с помощью
ИЭФ [68]. В настоящее время только группы TEM
и SHV ферментов насчитывают более 100 произ�
водных, многие из которых обладают идентичными
значениями изоэлектрических точек (табл. 2, 3).
Например, значения pI 5,4, 5,6 и 7,6, характерные
для β�лактамаз TEM�1, TEM�2 и SHV�1, также со�
ответствуют более 30 различным ESBL и IRT про�
изводным. 

Кроме того, диапазоны pI TEM, OXA и SHV
ферментов частично перекрываются, что в ряде
случаев обусловливает невозможность их диффе�
ренциации на основании одних только данных изо�
фокусирования.

4.1.5. Исследование ферментативной кинетики

Два типа исследований наиболее широко исполь�
зуются для определения кинетических параметров
β�лактамаз: спектрофотометрия и pH�статическое
титрование [12, 58]. 

Метод автоматического pH�титрования основан
на измерении скорости добавления щелочного рас�
твора, необходимого для поддержания стабильнос�
ти pH в процессе ферментативного расщепления 
β�лактамного субстрата. Данный метод более тру�
доемкий и требует большего расхода субстратов и
исследуемого фермента, чем при спектрофотомет�
рическом анализе. 

Кроме того, при использовании pH�титрования
определение скорости расщепления цефалоспори�
нов, образующих множественные заряженные про�
дукты гидролиза, или цвиттерионных β�лактамов
(ампициллина, имипенема, цефалоридина), раство�
ры которых обладают буферной емкостью, может
быть недостаточно точным [12].

Поскольку расщепление β�лактамных антибио�
тиков в растворе обычно сопровождается снижени�
ем его оптической плотности в ультрафиолетовом
диапазоне, спектрофотометрия обеспечивает наи�
более удобный способ определения активности 

β�лактамаз [58]. Быстрое сравнение ферментов
можно провести путем определения относительной
скорости гидролиза различных β�лактамов. Необ�
ходимыми условиями для этого являются: 

1) использование насыщающей концентрации
субстрата ([S] ≥1мМ), при которой скорость гидро�
лиза приближается к максимальной (Vmax);

2) оценка начальной (наиболее быстрой) фазы
реакции [12]. 

Точные значения Vmax и константы Михаэлиса
(Km) могут быть получены только путем измерения
скорости гидролиза не менее чем при 10 различных
концентрациях каждого антибиотика (0,2×Km ≤[S]
≤10×Km) или с помощью анализа полной кинети�
ческой кривой расщепления субстрата, начальная
концентрация которого в 2,5–5 раз превышает Km

[58].
Исследование ферментативной кинетики позво�

ляет выявить важнейшие функциональные особен�
ности β�лактамаз. Оно является обязательным для
описания новых ферментов и изучения их роли в
формировании резистентности. Однако в связи с
высокой трудоемкостью и высокой вероятностью
погрешности измерений и расчета кинетических
констант данный метод неприменим для типирова�
ния большого количества ферментов [58, 68, 69].

4.2. Генотипические методы

В последнее время развитие молекулярно�гене�
тических методов, включая методы молекулярной
гибридизации, in vitro амплификации нуклеиновых
кислот с помощью полимеразной цепной реакции
(ПЦР) и определения нуклеотидной последова�
тельности генов (секвенирования), сделало возмож�
ным их широкомасштабное использование в кли�
нической лабораторной диагностике. 

В области клинической микробиологии основой
создания и внедрения в практику новых молеку�
лярно�диагностических методов являются фунда�
ментальные исследования генетической организа�
ции патогенных микроорганизмов. Благодаря на�
коплению и систематическому анализу информа�
ции о первичной структуре генов микроорганизмов
стала возможной не только прямая генетическая
идентификация (генодиагностика) возбудителей
инфекционных болезней, но и исследование их на�
иболее важных свойств, таких, как вирулентность,
токсигенность и чувствительность к антимикроб�
ным препаратам [70, 71].

4.2.1. Секвенирование генов β�лактамаз

Применительно к исследованию β�лактамаз
определение кодирующих нуклеотидных последо�
вательностей и сравнение их с последовательностя�
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ми известных генов являются необходимыми про�
цедурами для описания новых ферментов [68].
Кроме того, вследствие недостаточной дифферен�
цирующей способности фенотипических методов
ДНК�секвенирование общепризнанно считается
наиболее точным и надежным методом типирова�
ния известных β�лактамаз, включая различные про�
изводные плазмидных β�лактамаз TEM и SHV ти�
пов у клинических штаммов микроорганизмов [72]. 

В то же время определение полной нуклеотид�
ной последовательности гена является трудоемким
и дорогостоящим методом. Традиционные методы
секвенирования включают предварительные этапы
выделения и клонирования исследуемых фрагмен�
тов ДНК. При наличии информации о характере
нуклеотидных последовательностей, фланкирую�
щих исследуемый участок ДНК, в последнее время
чаще применяется метод прямой амплификации и
секвенирования соответствующих генов, который
позволяет избежать необходимости их клонирова�
ния. 

Использование автоматических систем секвени�
рования с возможностью детектирования нерадио�
активной метки позволяет дополнительно снизить
трудоемкость и повысить безопасность анализа.
При сравнении различных методов определения
нуклеотидной последовательности генов SHV 
β�лактамаз показано, что автоматическое секвени�
рование с использованием флюоресцентно мечен�
ных дидезокситерминаторов (ABI PRISM Dye
Terminator Cycle Sequencing Kit; Applied
Biosystems, США) предпочтительнее по сравнению
с традиционными методами, так как позволяет из�
бежать ошибок, связанных с высокой Г+Ц насы�
щенностью blaSHV генов (≈61%) относительно генов
других плазмидных β�лактамаз (содержание Г+Ц:
49, 41 и 50% для blaTEM�1, blaPSE�1 и blaOXA�1 соответст�
венно) [73]. 

Вследствие значительной протяженности генов
β�лактамаз (>1000 пн) определение их полной нук�
леотидной последовательности обычно требует
проведения нескольких реакций секвенирования с
использованием праймеров, комплементарных вну�
тренним участкам гена, что увеличивает стоимость
и трудоемкость анализа. 

Таким образом, метод ДНК�секвенирования в
настоящее время не может быть использован для
анализа β�лактамаз у большого количества клини�
ческих штаммов, например, при эпидемиологиче�
ских исследованиях [69].

4.2.2. ДНК�гибридизация

Гибридизация с ДНК�зондами, которые пред�
ставляют протяженные (>200 пн) участки β�лакта�

мазных генов, может быть использована для выяв�
ления ферментов определенной генетической груп�
пы, например TEM, SHV�OHIO�LEN, OXA, PSE
[68]. 

В случае плазмидной локализации генов β�лак�
тамаз и при наличии данных рестрикционного кар�
тирования ДНК�зонды могут быть получены путем
выделения соответствующих рестрикционных
фрагментов. В последнее время для получения гиб�
ридизационных зондов чаще применяется ПЦР с
праймерами, комплементарными внутренним
фрагментам генов β�лактамаз. 

Недостатком использования полинуклеотидных
зондов является их способность к кросс�гибридиза�
ции с генами различных β�лактамаз, принадлежа�
щих к одной генетической группе, и невозможность
типирования с их помощью различных производ�
ных, отличающихся по спектру мутаций.

Использование олигонуклеотидных зондов для
дифференциации близкородственных β�лактамаз
TEM�1 и TEM�2 впервые описали в 1987 г.
M. Ouellette и соавт. [74]. В 1990 г. C. Mabilat и
P. Courvalin предложили использование синтетиче�
ских гептадекануклеотидных фрагментов, компле�
ментарных участкам blaTEM генов с известными пози�
циями нуклеотидных замен, для типирования TEM
β�лактамаз у клинических штаммов энтеробактерий
методом блот�гибридизации колоний [75]. 

Дизайн первоначально предложенных 12 олиго�
нуклеотидных зондов был основан на данных
структуры 5 участков, мутации в которых обуслов�
ливают различия между пенициллиназами TEM�1
и TEM�2, а также первых 5 производных TEM с
расширенным спектром активности TEM�3, TEM�4,
TEM�5, TEM�6 и TEM�7. Скрининг коллекции из
256 ESBL�продуцирующих клинических штаммов
энтеробактерий с помощью предложенных олиго�
нуклеотидных зондов позволил выявить не только
ранее описанные ферменты, но и ряд производных
с альтернативными комбинациями известных ами�
нокислотных замен TEM�13, TEM�14 и TEM�19.
Для типирования ESBL были также успешно ис�
пользованы нерадиоактивные (биотинилирован�
ные) зонды [76].

Впоследствии были разработаны олигонуклео�
тидные зонды для типирования ингибиторорезис�
тентных производных TEM, отличающихся замена�
ми аминокислот в позициях 69 (TEM�32, �33, �34, 
�35, �37, �38, �39), 244 (TEM�30, �31) и 276 (TEM�35,
�36, �37, 39) [77]. Для их идентификации у клиниче�
ских штаммов E. coli были использовано 15 зондов с
различными вариантами нуклеотидных замен, со�
ответствующих 3 позициям в полипептидной цепи
TEM.
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Благодаря высокой точности и производитель�
ности метод гибридизации с олигонуклеотидными
зондами (олиготипирования) широко используется
для изучения распространенности TEM β�лактамаз
с определенным спектром мутаций. Однако по мере
увеличения количества описываемых TEM�произ�
водных и обнаружения новых мутаций в генах, ко�
дирующих ферменты этой группы, дефинитивное
определение β�лактамаз с помощью олиготипиро�
вания становится технически все более затрудни�
тельным из�за необходимости использования боль�
шого количества зондов. 

В частности, уже сейчас в генах blaTEM описано
более 30 нуклеотидных замен, приводящих к заме�
нам аминокислот, и приблизительно равное коли�
чество молчащих мутаций. С учетом их взаимного
расположения анализ всех «функциональных» му�
таций с помощью олиготипирования в формате
блот�гибридизации становится практически невоз�
можным. 

Вероятно, в будущем разработка методов микро�
гибридизации в формате ДНК�чипов, допускаю�
щих использование сотен и тысяч олигонуклеотид�
ных зондов, позволит решить проблему типирова�
ния β�лактамаз данной группы.

4.2.3. Использование ПЦР для исследования 
β�лактамаз

ПЦР является одним из наиболее практически
значимых молекулярно�диагностических методов,
который широко используется для выявления и ис�
следования различных детерминант устойчивости
к антибиотикам у клинических штаммов микроор�
ганизмов, включая гены β�лактамаз [71]. 

В качестве самостоятельного диагностического
метода ПЦР, как и гибридизация, может быть ис�
пользована для выявления известных β�лактамаз,
относящихся к определенной генетической группе.
Благодаря преимуществу в чувствительности ПЦР
в некоторых случаях позволяет установить наличие
микроорганизмов, продуцирующих β�лактамазы,
непосредственно в клинических образцах без пред�
варительного культивирования. 

Так, например, F. Tenover и соавт. описали ис�
пользование ПЦР с праймерами, специфичными
для генов TEM и ROB β�лактамаз, для прямого об�
наружения штаммов H. influenzae, резистентных к
ампициллину, в образцах спинномозговой жидкос�
ти [78]. При этом выявлена почти 100% корреляци�
онная связь между выявлением blaTEM генов, ре�
зультатами определения чувствительности выде�
ленных штаммов H. influenzae к ампициллину и де�
тектирования продукции β�лактамаз с помощью
нитроцефина. 

Аналогичный метод ПЦР разработали 
J.�L. Simard и P. Roy для выявления продукции пе�
нициллиназы TEM�1 у штаммов N. gonorrhoeae [79].

Для большинства видов семейства Entero�
bacteriaceae положительный или отрицательный
результат амплификации не имеет такого диагнос�
тического значения, как для H. influenzae и N. gonor�
rhoeae, в связи с разнообразием продуцируемых эн�
теробактериями β�лактамаз, различия между кото�
рыми в большей степени влияют на характер устой�
чивости к β�лактамным антибиотикам. Необходи�
мость дифференциации генов β�лактамаз, отличаю�
щихся спектром мутаций, требует привлечения до�
полнительных методов анализа соответствующих
ПЦР�продуктов [80]. 

Известные методы быстрого выявления точеч�
ных мутаций в фрагментах ДНК, амплифицирован�
ных с помощью ПЦР, можно условно разделить на
четыре основные группы: 

1) методы селективного расщепления рестрик�
ционными эндонуклеазами, например, анализ поли�
морфизма длины рестрикционных фрагментов
(ПДРФ); 

2) методы анализа конформационных измене�
ний ДНК, связанных с появлением мутаций, вклю�
чая наиболее часто используемый метод одноцепо�
чечного конформационного полиморфизма (SSCP); 

3) методы гибридизации с внутренними олиго�
нуклеотидными зондами или амплификации с прай�
мерами, комплементарными участкам мутаций;

4) методы химического или ферментативного
расщепления гетеродуплексов в участках неспарен�
ных оснований [80]. 

До настоящего времени только 3 метода были
использованы для исследования β�лактамаз:
ПДРФ, SSCP и лигазная цепная реакция (ЛЦР).

4.2.4. Полиморфизм длины рестрикционных
фрагментов (ПДРФ)

Метод ПДРФ основан на способности рестрик�
ционных эндонуклеаз расщеплять двухцепочечную
ДНК в участках с определенной нуклеотидной по�
следовательностью – сайтах рестрикции. Благода�
ря этому любые изменения первичной структуры
генов, связанные с исчезновением или появлением
нового сайта рестрикции, могут быть обнаружены
путем амплификации, расщепления с помощью
соответствующих рестриктаз и электрофоретиче�
ского разделения полученных фрагментов ДНК
(рис. 4).

Как один из наиболее доступных методов,
ПЦР–ПДРФ�анализ был использован для выявле�
ния мутаций, приводящих к развитию устойчивос�
ти к различным препаратам у многих видов микро�
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организмов: ванкомицину (vanC) у Enterococcus
spp., изониазиду (katG) и стрептомицину (rrs) у
M. tuberculosis, фторхинолонам (gyrA) у E. coli и 
β�лактамам (blaTEM и blaSHV) у E. coli, K. pneumoniae и
других энтеробактерий [70].

Применение ПЦР–ПДРФ для анализа генов
TEM β�лактамаз впервые описали G. Arlet и соавт.
в 1995 г. [81]. Этот метод позволил охарактеризо�
вать отдельные мутации в генах 10 контрольных
TEM ферментов и исследовать на генетическом
уровне различия между β�лактамазами расширен�
ного спектра TEM�20, TEM�21 и TEM�29, которые
были выявлены у клинических штаммов K. pneumo�
niae и предварительно описаны только с использо�
ванием биохимических тестов. 

Однако следует отметить, что секвенирование
blaTEM�20, blaTEM�21 и blaTEM�29, проведенное той же
группой авторов в 1999 г., позволило внести допол�
нительные изменения и уточнения в структуру со�
ответствующих ферментов, предсказанную на ос�
новании данных ПДРФ [82].

M. Caniсa и соавт. исследовали с помощью
ПЦР–ПДРФ и секвенирования гены ингибиторо�
резистентных TEM β�лактамаз у 27 клинических
штаммов E. coli и на основании спектра выявленных
мутаций показали возможность конвергентной эво�
люции IRT от двух различных генетических линий,
представленных рестрикционными группами
blaTEM�1b и blaTEM�2 производных [83].

В 1996 г. M.T. Nuesch�Inderbinen и соавт. пред�
ложили метод обнаружения ESBL SHV�типа, осно�
ванный на ПЦР�амплификации blaSHV генов и их
селективном расщеплении рестриктазой Nhe I, так
называемый ПЦР/Nhe I тест [84]. 

Расширенный спектр ферментативной активно�
сти у производных SHV�1 обычно связан с заменой
Гли238→Сер [29]. В свою очередь, эта аминокислот�
ная замена является следствием Г→А транзиции в
кодирующей нуклеотидной последовательности и
сопровождается формированием уникального сай�
та рестрикции Nhe I (Г↓ЦТАГЦ). Положительный
результат расщепления blaSHV ампликона с помо�
щью Nhe I свидетельствует, таким образом, о нали�
чии ESBL.

ПЦР/Nhe I тест был использован для анализа
контрольных штаммов, продуцирующих β�лактама�
зы SHV�1, SHV�2, SHV�2a, SHV�3, SHV�5 и SHV�7,
а также 34 клинических штаммов K. pneumoniae,
E. coli, E. cloacae и S. enterica, ДНК которых гибриди�
зовалась с внутренним зондом blaSHV. При этом спе�
цифичность детектирования ESBL составила 100%,
а чувствительность – 97%. В то же время чувстви�
тельность стандартного метода E�тестов, с которым
проводилось сравнение, с учетом современных кри�
териев интерпретации оказалась менее 65%.

Необходимо отметить, что некоторые недавно
описанные ESBL, включая SHV�6, SHV�8 и SHV�11,
не могут быть обнаружены с помощью ПЦР/Nhe I
теста, поскольку гены этих ферментов отличаются
мутациями в других кодонах и не содержат сайт ре�
стрикции Nhe I. Кроме того, исследования по сайт�
направленному мутагенезу SHV β�лактамаз в пози�
ции 238 показывают, что замены глицина не только
серином, но и другими аминокислотами, не связан�
ные с образованием сайта Nhe I в нуклеотидной по�
следовательности, также могут вызывать резис�
тентность к цефотаксиму и цефтазидиму [85].

В целом узкий спектр детектируемых мутаций
является наиболее существенным ограничением
для использования метода ПЦР–ПДРФ примени�
тельно к исследованию β�лактамаз.

4.2.5. Одноцепочечный конформационный
полиморфизм (SSCP) 

Метод SSCP впервые описали M. Orita и соавт.
в 1989 г. для обнаружения мутаций в генах челове�
ка [86]. Впоследствии метод использован для диа�
гностики наследственных и соматических генети�
ческих болезней. В настоящее время ПЦР–SSCP�
анализ также широко применяется в клинической
молекулярной микробиологии. Список известных
приложений этого метода включает видовое и суб�
видовое типирование патогенных микроорганиз�
мов [87], выявление мутаций в различных генах,
связанных с формированием антибиотикорезис�
тентности, например katG, inhA, ahpC, rpoB, embB,
gyrA у M. tuberculosis [70], blaTEM и blaSHV у энтеро�
бактерий [60, 69].

Рис. 4. Алгоритм ПЦР–ПДРФ�анализа
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Метод SSCP основан на эффекте влияния то�
чечных мутаций на электрофоретическую подвиж�
ность коротких (100–450 нуклеотидов) одноцепо�
чечных фрагментов ДНК (оцДНК) при их разделе�
нии в нативных условиях. В ходе SSCP�анализа
фрагменты ДНК, полученные в результате ПЦР,
подвергаются температурной денатурации (плавле�
нию) и быстрому охлаждению с целью стабилиза�
ции разделенных цепей ДНК. Каждая из цепей при�
обретает определенную конформацию, которая за�
висит от формирования внутренних участков ком�
плементарности и, следовательно, от взаимного
расположения нуклеотидов в цепи. 

Полученные оцДНК конформеры разделяются с
помощью неденатурирующего электрофореза в вы�
сокоразрешающем полиакриламидном геле при по�
ниженной температуре (4–20°C), обеспечивающей
устойчивость их пространственной структуры.
Единичные нуклеотидные замены приводят к за�
метному изменению подвижности исследуемой
ДНК по сравнению с контрольной (рис. 5).

V. Speldooren и соавт. впервые применили метод
ПЦР–SSCP для исследования генов IRT [60]. В
связи с необходимостью анализа полной нуклео�
тидной последовательности blaTEM (≈1000 пн), три
пары праймеров были использованы для амплифи�
кации частично перекрывающихся фрагментов
ДНК, соответствующих промоторной (388 пн) и
структурной частям гена (426 и 418 пн). SSCP�ана�
лиз этих фрагментов позволил дифференцировать
гены с известной нуклеотидной последовательнос�
тью blaTEM�1a, �1b, �2, �30, �32, �35 и выявить новые мутации в
генах blaTEM�33, �34, �36, �37, �38, �39, предварительно иденти�
фицированных с помощью олиготипирования. 

При исследовании 8 клинических штаммов
E. coli, выделенных в одном стационаре и отличаю�
щихся резистентностью к ингибиторозащищенным
пенициллинам, данный метод позволил установить
гиперпродукцию пенициллиназы TEM�1 у 3 штам�
мов, а также наличие известных β�лактамаз TEM�30,
TEM�32, TEM�35 и нового фермента TEM�58 с
уникальной комбинацией аминокислотных замен
(Арг244→Сер и Вал261→Иле) у 4 других штаммов.

Одновременно с разработкой метода
ПЦР–SSCP для исследования IRT β�лактамаз в
1995–1998 гг. была показана возможность исполь�
зования этого подхода для генетического типирова�
ния отдельных ферментов группы SHV [69, 88]. 

Метод SSCP, предложенный F.H. M’Zali и соавт.
для дифференциации SHV�производных, предпо�
лагает анализ отдельного участка blaSHV гена дли�
ной 475 пн, который включает позиции наиболее
частых нуклеотидных замен. Соответствующий
этому участку ПЦР�продукт подвергается расщеп�
лению рестриктазой Pst I на 2 фрагмента (300 и
175 пн), которые затем анализируются с помощью
SSCP�электрофореза и окрашивания серебром. 

Несмотря на ограничения, связанные с невоз�
можностью оценки полной нуклеотидной последо�
вательности гена, данный вариант SSCP успешно
использован для дифференциации β�лактамаз
SHV�1, SHV�2, SHV�3, SHV�4, SHV�5 и SHV�7 у
контрольных штаммов [69, 88], а также у большого
числа госпитальных ESBL�продуцирующих штам�
мов K. pneumoniae, выделенных в различных меди�
цинских центрах [40]. При этом для выборочно ис�
следованных культур было показано наличие кор�
реляции между результатами SSCP�типирования и
определения нуклеотидной последовательности
амплифицируемого фрагмента blaSHV. 

Тем не менее многие ферменты, например 
SHV�1, SHV�2a и SHV�11, а также SHV�6 и SHV�12,
не могут быть дифференцированы с использовани�
ем данного подхода, поскольку мутация Лей35→Глн,
определяющая различия между ними, находится за
пределами амплифицируемого фрагмента ДНК.
Для решения этой проблемы авторы предложили
параллельное использование методов ПЦР–SSCP
и ПЦР–ПДРФ, последний из которых предполага�
ет амплификацию более широкого участка blaSHV ге�
на и его расщепление рестриктазой Dde I [89].

Задача скрининга мутаций в полной нуклеотид�
ной последовательности генов TEM и SHV β�лакта�
маз может быть также решена путем последова�
тельной рестрикции протяженных ПЦР�продуктов
и SSCP�анализа полученных рестрикционных
фрагментов ДНК. Основным преимуществом дан�
ного подхода, известного как REF–SSCP (одноце�Рис. 5. Алгоритм ПЦР–SSCP�анализа
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почечный конформационный полиморфизм рестрик�
ционных фрагментов), является его высокая произ�
водительность в сочетании с возможностью выяв�
ления широкого спектра известных и неизвестных
точечных мутаций. 

Метод REF–SSCP успешно использован нами
для дифференциации многочисленных вариантов
TEM и SHV β�лактамаз. В частности, нерадиоак�
тивный SSCP�анализ Taq I–Pst I�рестрикционных
фрагментов blaTEM генов позволил выявить спектр
мутаций, определяющих различия между пеницил�
линазами TEM�1, TEM�2 и их производными с рас�
ширенным спектром активности TEM�3, TEM�4, 
TEM�7, TEM�9, TEM�12, TEM�26, а примене�
ние альтернативной комбинации рестриктаз 
Taq I– Ava II – обнаружить мутации, характерные
для IRT�производных TEM�32, TEM�37, TEM�39
[90]. 

Аналогичный подход с использованием рестрик�
таз BsaO I–Nhe I предложен для дифференциации
ферментов SHV�группы SHV�1, SHV�2, SHV�3,
SHV�4, SHV�5 и SHV�6 [91].

Необходимо отметить, что при наличии обору�
дования, обеспечивающего высокую стандартиза�
цию условий SSCP�анализа, данный подход может
быть использован как один из наиболее эффектив�
ных методов исследования эпидемиологии TEM и
SHV β�лактамаз. Однако наиболее существенным
его недостатком является невозможность определе�
ния характера выявленных мутаций, а следователь�
но, точного типирования ферментов.

4.2.6. Лигазная цепная реакция (ЛЦР)

ЛЦР представляет собой метод многократного
последовательного лигирования олигонуклеотид�
ных праймеров, комплементарных исследуемой по�
следовательности ДНК, осуществляемый термоста�
бильной лигазой. 

В каждой реакции ЛЦР используются две взаи�
мокомплементарные пары праймеров. При условии
строгого соответствия целевой последовательности
ДНК праймеры каждой пары связываются с одной
из ее цепей таким образом, что 5′�конец одного
праймера располагается непосредственно вслед за

3′�концом другого, создавая возможность их кова�
лентного связывания с помощью ДНК�лигазы. В
последующих циклах ЛЦР связавшиеся олигонук�
леотиды могут служить матрицей для отжига и ли�
гирования праймеров комплементарной пары. 

Таким образом, реакция носит циклический ха�
рактер и может быть использована для чувстви�
тельного обнаружения точечных мутаций в участ�
ках связывания праймеров [70].

Использование ЛЦР для детектирования мута�
ций в генах SHV β�лактамаз, предварительно амп�
лифицированных с помощью ПЦР, предложили
J. Kim и Y. Kwon в 1999 г. [92]. Они показали воз�
можность дифференциации генов 7 контрольных 
β�лактамаз (SHV�1, SHV�2, SHV�2a, SHV�3, SHV�4,
SHV�5 и SHV�12) с помощью 4 наборов ЛЦР�прай�
меров (16 олигонуклеотидов), соответствующих
участкам мутаций Лей35→Глн, Арг205→Лей,
Гли238→Сер и Глу240→Лиз.

5. Заключение

Многообразие β�лактамаз, их широкое распро�
странение среди грамотрицательных бактериаль�
ных возбудителей инфекций и одновременно веду�
щая роль в формировании устойчивости к β�лак�
тамным антибиотикам диктуют необходимость все�
стороннего изучения и внедрения в широкую прак�
тику надежных и максимально стандартизованных
методов их диагностики. В частности, важное прак�
тическое значение имеет использование клинико�
диагностическими лабораториями чувствительных
хромогенных тестов для выявления продукции 
β�лактамаз у H. influenzae и N. gonorrhoeae, а также
фенотипическое определение ESBL у госпиталь�
ных штаммов энтеробактерий. 

Вместе с тем изучение разнообразия, свойств 
и эпидемиологии β�лактамаз является важной
задачей специализированных референтных лабора�
торий, исследующих механизмы устойчивости 
к  β�лактамам. Успех в решении этой задачи в зна�
чительной степени определяется возможностью
комплексного использования современных фено�
типических и молекулярно�генетических методов
исследования.
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