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Цель. Изучить возможность использования метода нанесения хелаторов на диск с колистином 
(НХДК) в качестве простого и доступного скрининга на резистентность к полимиксинам, обуслов­
ленную геном mcr-1.
Материалы и методы. В работу включено 47 устойчивых к колистину изолятов энтеробактерий, 
полученных в рамках многоцентрового исследования «Марафон» с 2014 по 2020 г. Определение 
чувствительности к колистину проводили с использованием метода микроразведений в бульоне 
Мюллера – Хинтон в соответствии с ISO 20776-1:2006. Результаты тестирования интерпретиро­
вали на основании пограничных значений МПК в соответствии с рекомендациями EUCAST v. 12.0. 
Присутствие генов mcr определяли методом мультиплексной ПЦР в режиме реального времени. 
Фенотипический скрининг на экспрессию генов mcr проводили на агаре Мюллера – Хинтон методом 
НХДК раствора дипиколиновой кислоты в концентрации 1000 мкг/диск в объеме 10 мкл и 0,5 М 
раствора ЭДТА в объеме 5 мкл на диск. Хелатирующий эффект регистрировали по разнице диаме­
тров зон задержки роста вокруг дисков с колистином без и с хелатором. Измерение зон задержки 
роста в миллиметрах проводили с помощью штангенциркуля.
Результаты. У 25 из 47 включенных в исследование изолятов энтеробактерий молекулярным мето­
дом было подтверждено наличие генов mcr. При использовании метода НХДК среднее значение раз­
ницы зон задержки роста для колистина и его комбинации с ЭДТА и ДПК составило 4,1 мм и 3,7 мм 
соответственно для mcr-положительных изолятов, 1,7 мм и 1,2 мм соответственно – для mcr-отри­
цательных изолятов. Статистический анализ показал, что разница в диаметре зон задержки роста 
≥ 3 мм для комбинации колистина с одним из хелатирующих агентов по сравнению только с колисти­
ном позволяет сделать вывод о наличии у исследуемого изолята mcr-1-опосредованной резистент­
ности к полимиксинам. При этом при использовании ДПК чувствительность теста составляет 96%, 
специфичность – 91% против 88% и 77% при использовании ЭДТА соответственно.
Выводы. Предложенная методика является доступным способом фенотипического скрининга пред­
ставителей порядка Enterobacterales на резистентность к полимиксинам, обусловленную генами mcr-
1, для практических лабораторий в современных условиях. При этом использование ДПК является 
предпочтительным ввиду более высоких показателей специфичности и чувствительности.

Detection of mcr-1-mediated resistance to polymyxins in Enterobacterales 
using colistin disk chelator application
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Objective. To evaluate the possibility of using the colistin disk chelator application (CDCA) method as simple 
and available screening tool for detection of mcr-1-mediated resistance to polymyxins in Enterobacterales.
Materials and methods. A total of 47 colistin-resistant Enterobacterales isolates obtained in 2014–2020 
within multicenter MARATHON study were included in the experiment. Colistin susceptibility testing 
was performed using Mueller–Hinton broth microdilution method according to ISO 20776-1:2006. 
Interpretation of the results was performed according to EUCAST v.12.0 clinical breakpoints. MCR-genes 
were detected by multiplex real-time PCR. Phenotypic screening for mcr-expression was performed on 
Mueller–Hinton agar by application of dipicolinic acid in concentration of 1,000 mcg/disk in 10 µL 
volume per disk and 0.5 M solution of EDTA in 5 µL volume per disk. Chelating effect was registered by 
differences in zone of growth inhibition around colistin disks with and without chelator. Measurements 
were performed with the help of caliper in millimeters. Statistical data processing was carried out in 
accordance with guidelines for statistical analysis in medical researches using MS-Excel tool.
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Results. In 25 of 47 included in the experiment enterobacteria isolates mcr-genes were detected by 
molecular method. MCR-detection by CDCA method identified the average difference value of the zones of 
growth inhibition for colistin and its combination with EDTA and DPA as 4.1 mm and 3.7 mm respectively 
for mcr-positive isolates and 1.7 mm and 1.2 mm respectively for mcr-negative isolates. Statistical analysis 
estimated that a difference of ≥ 3 mm in zone of growth inhibition for combination of colistin with one of 
the chelating agents when compared to colistin only allows us to conclude that a studied isolated carries 
mcr-1-mediated resistance to polymyxins. In addition, sensitivity of the test was 96% and specificity was 
91% if DPA is used, while EDTA showed only 88% sensitivity and 77% specificity.
Conclusions. Proposed method appears as available technique for phenotypic screening of the 
Enterobacterales order for mcr-1-mediated resistance to polymyxins for practical laboratories in present 
conditions.  The use of DPA is preferred because of better specificity and sensitivity rates.

Введение

В последние годы в мире наблюдается стремитель­
ный рост доли карбапенемоустойчивых штаммов грам­
отрицательных микроорганизмов в этиологической 
структуре госпитальных инфекций [1–3]. Это привело к 
катастрофическому снижению эффективности карбапе­
немов при лечении госпитальных инфекций, вызванных 
прежде всего грамотрицательными микроорганизмами 
«критического уровня приоритета» по классификации 
ВОЗ [4].

Отсутствие доступных препаратов с высокой актив­
ностью актуализирует вопросы использования полимик­
синов в клинической практике. Как известно, с сере­
дины 90-х гг. эта группа препаратов начала утрачивать 
свою клиническую актуальность из-за высокой нефро- 
и гепатотоксичности. На фоне постепенной утраты 
роли карбапенемов в лечении тяжелых инфекций, вы­
званных грамотрицательными возбудителями, на со­
временном этапе полимиксины стали опять рассматри­
ваться как важные жизнеспасающие препараты [5, 6]. 
Вслед за возросшим клиническим использованием по­
лимиксина Б и полимиксина Е (колистина) стало на­
блюдаться снижение их активности, однако вплоть до 
конца 2015 г. эпидемически значимых механизмов ре­
зистентности к полимиксинам описано не было [7–9]. 
В настоящее время известно, что устойчивость к поли­
миксинам у грамотрицательных бактерий (ГОБ) в боль­
шинстве случаев обусловлена мутациями генов, участ­
вующих в регуляции синтеза липополисахарида (ЛПС) 
[10]. Несмотря на то что число подобных мутаций, име­
ющих клиническое значение, достаточно велико (уже 
описано более 250 вариантов, и их число продолжает 
уверенно увеличиваться), проблема устойчивости к ко­
листину долгое время не имела глобальных масштабов и 
проявлялась лишь в виде локальных случаев на уровне 
отдельных стационаров [10, 11]. Однако появление 
первой публикации об устойчивости к колистину, свя­
занной с плазмидными генами фосфоэтаноламинотранс­
фераз (mcr – mobile colistine resistance), радикально из­
менило эпидемиологическую ситуацию [12]. Вскоре 
после этого стали появляться сообщения об эпидеми­
ологическом трансконтинентальном распространении 
mcr-опосредованной устойчивости к колистину в со­
ставе успешных человеческих и животных эпидемиче­
ских клонов актуальных групп микроорганизмов (E. сoli, 

K. pneumoniae, S. enteritidis и т.д.) на плазмидах из раз­
личных классов несовместимости [11, 13]. В течении 
последующих нескольких лет практически на всех кон­
тинентах были описаны новые варианты генов семей­
ства mcr, и к окончанию 2021 г. известно 10 вариан­
тов генов фосфоэтаноламинотрансфераз с различными 
уровнями гомологии [13]. Гены семейства mcr кодируют 
фермент фосфоэтаноламинотрасферазу, осуществляю­
щую перенос молекулы фосфоэтаноламина на молекулу 
липида А. Модификация липида А приводит к измене­
нию его заряда и снижению афинности к колистину, и 
как следствие, клинически значимой устойчивости к по­
лимиксинам [14]. Кристаллографический анализ струк­
туры белка MCR-1 показал, что фермент представляет 
собой металлопротеин, содержащий по крайней мере 
один ион цинка, связанный с консервативным остатком 
треонина (Thr285) и сетью внутримолекулярных дисуль­
фидных связей. Была показана корреляция значений 
МПК колистина между числом дисульфидных связей и 
ионов Zn2+ или других двухвалентных ионов [15]. 

В России список публикаций, посвященных устой­
чивости к полимиксинам, весьма ограничен: есть со­
общение о проведенном секвенировании и депониро­
вании плазмиды IncX4, имеющей в своем составе ген 
mcr-1, описан случай копродукции mcr-1 и карбапене­
маз NDM-1 у полирезистентного штамма E. coli; в рам­
ках глобального исследования SENTRY в 2020 г. был 
зарегистрирован единичный случай выявления штамма 
E. coli, несущего ген mcr-9 [16]; сообщения о выявле­
нии штаммов, несущих другие гены семейства mcr, от­
сутствуют. Между тем актуальность полимиксинов для 
российских стационаров в ближайшей перспективе бу­
дет сохраняться, т.к. достаточную in vitro активность в 
отношении нозокомиальных штаммов Enterobacterales, 
помимо карбапенемов, сохраняют немногие из доступ­
ных антимикробных препаратов [17]. Это делает необ­
ходимым проведение непрерывного мониторинга устой­
чивости к полимиксинам с расшифровкой механизмов 
устойчивости и оценкой вероятных механизмов их эпи­
демиологического распространения. 

В настоящее время для выявления устойчивости к ко­
листину доступно множество методов, как фенотипиче­
ских, так и молекулярных. Из фенотипических предло­
жены следующие:
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1) специальные питательные среды, такие как 
SuperPolymyxin™, CHROMagar COL-APSE и среда LBJMR, 
которая также позволяет выявлять устойчивые к ванко­
мицину  грамположительные бактерии [18–20];

2) оригинальный RPNP-тест (Rapid Polymixin Nord­
mann-Poirel) и его модификация RCDE-тест (Rapid Colistin 
Ddisk Elution): изменение цвета питательной среды на 
желто-оранжевый (индикатор феноловый красный) при 
сдвиге pH в результате метаболизма глюкозы в присут­
ствии установленных концентраций колистина или поли­
миксина Б [21, 22];

3) Colispot тест: измерение зоны задержки роста во­
круг капли стандартизованного раствора антибиотика 
на поверхности агара [23];

4) изменение зета-потенциала клетки [24];
5) определение МПК и пограничных МПК с исполь­

зованием автоматизированных станций: MICRONAUT-S, 
Vitek 2, BD Phoenix, Sensititre и MicroScan [25–27].

Некоторые из указанных методов позволяют вы­
явить наличие устойчивости к полимиксинам в течение 
2 ч., но не способны установить механизм резистентно­
сти. Более того, многие из них требуют наличия специ­
ального оборудования, трудоемки в выполнении и ха­
рактеризуются недостаточной чувствительностью и/или 
специфичностью. 

Молекулярная диагностика является более точной и 
включает амплификационные методы, масс-спектроме­
трическую детекцию модификации молекулы липида А, 
иммунохроматографическую детекцию продукта гена 
mcr-1 [28–33].

Данные методы демонстрируют более высокую точ­
ность результатов (чувствительность и специфичность 
приближаются к 100%), способны выявлять несколько 
вариантов генов mcr, в том числе низкоэкспрессируе­
мые, но характеризуются высокой стоимостью расход­
ных материалов и/или оборудования и трудоемкостью 
анализа. 

В то же время уже давно был продемонстрирован 
хелатирующий эффект ЭДТА и дипиколиновой кислоты 
(ДПК) при ингибировании активности карбапенемаз 
класса B, являющихся металло-ферментами [34, 35], а 
в ряде работ был показан ингибирующий эффект обоих 
веществ на активный центр фосфоэтаноламинотранс­
феразы, кодируемой генами mcr, сопровождающийся 
снижением МПК колистина у модельных штаммов ми­
кроорганизмов [36–38]. Однако во всех опубликован­
ных случаях применение хелаторов проводилось в фор­
мате микроразведений, что, на наш взгляд, является 
весьма трудоемким и неприемлемым в рамках массо­
вого скрининга. При этом в ряде работ была показана 
возможность детекции у ГОБ карбапенемаз класса B 
(металло-ферменты) методом двойных дисков с ЭДТА 
или ДПК [39, 40]. В связи с этим целью данной ра­
боты было изучить возможность выявления mcr-опо­
средованной резистентности к полимиксинам путем ин­
гибирования фосфоэтаноламинотрансферазы методом 
элюции из дисков с ЭДТА и ДПК как простого и до­
ступного способа фенотипической детекции продуктов 
генов группы mcr.

Материалы и методы

В исследовании использованы неповторяющиеся кли­
нические изоляты Enterobacterales из коллекции НИИАХ, 
собранные в рамках многоцентрового исследования 
«Марафон» с 2014 по 2020 г.

Определение чувствительности к колистину про­
водилось методом двукратных серийных разведений 
с использованием катион-сбалансированного бульона 
Мюллера  – Хинтон (Oxoid, Великобритания) в соот­
ветствии с требованиями Европейского комитета по 
определению чувствительности к антимикробным пре­
паратам (EUCAST, www.eucast.org) и стандартов ISO 
20776-1:2006/ГОСТ Р ИСО 20776-1-2010 [41, 42]. 
Клинические категории чувствительности изолятов к 
антимикробным препаратам определяли на основа­
нии пограничных значений минимальных подавляющих 
концентраций (МПК), в соответствии с рекомендация­
ми EUCAST [43]. Контроль качества определения чув­
ствительности проводили с использованием штаммов: 
Escherichia coli ATCC 25922 и Escherichia coli NCTC 
13846 (mcr-1-положительный).

В исследование включались изоляты с МПК колис­
тина > 2 мкг/мл, из суточной культуры готовили бак­
териальную взвесь со значением мутности 0,5 единиц 
МакФарланда, которую высевали на чашки Петри с 
катион-сбалансированным агаром Мюллера – Хинтон 
(Oxoid, Великобритания). На равном друг от друга уда­
лении размещали три диска с полимксином: на один на­
носили раствор ДПК, на другой – раствор ЭДТА, третий 
содержал только полимиксин.

Гены mcr (1–3) выявляли с помощью мультиплексной 
ПЦР в режиме реального времени. Определение типа 
mcr проводили путем анализа температурных кривых 
плавления. В качестве положительных контролей ис­
пользовались синтетические матрицы амплифицируемых 
участков генов (Синтол, Россия).

Для выявления активности колистина использовали 
диски с колистином (нагрузка 10 мкг на диск, MAST 
Diagnostics) и стандартные стерильные диски (MAST 
Diagnostics).

Раствор ДПК (2,6-pyridenedicarboxic acid, Aldrich, 
Lot: S42228-308) готовили из расчета создания на­
грузки 1000 мкг/диск и наносили в объеме 10 мкл на 
диск. Раствор 0,5 М ЭДТА (этилендиаминтетрауксусной 
кислоты двунатриевая соль, Реахим, Россия) наносили в 
объеме 5 мкл на диск [40]. Измерение зон задержки 
роста в миллиметрах проводили с помощью штанген­
циркуля.

Хелатирующий эффект ЭДТА и ДПК регистрировали 
по разнице диаметров зон задержки роста вокруг дис­
ков с колистином. Для исключения ингибирующего эф­
фекта самого хеллатора использовали химически чи­
стые стерильные диски, на которые наносили раствор 
хеллатора. Статистическая обработка проводилась с 
использованием пакета MS-Excel.

Расчет достаточности выборки проводили в соответ­
ствии с рекомендациями по статистическому анализу в 
медицинских исследованиях с использованием формулы 
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расчета размера выборки при сравнении двух средних, 
с уровнем значимости 0,05% и мощностью исследова­
ния 95% [44]. Расчетный размер выборки составил 47 
наблюдений. 

Диагностическая значимость регрессионной модели 
оценивалась методом анализа ROC-кривых. Качество 
прогностической модели, полученной данным методом, 
оценивалось исходя из значений площади под ROC-
кривой со стандартной ошибкой и 95% доверительным 
интервалом (ДИ) и уровня статистической значимости.

Результаты

В исследование было включено 45 изолятов E. coli 
и 2 изолята K. pneumoniae, устойчивых к колистину. Из 
них у 23 изолятов E. coli и обоих изолятов K. pneumoniae 
были выявлены гены mcr-1, оставшиеся 22 изолята 
E. coli имели другие механизмы резистентности к поли­
миксинам.

Принимая во внимание недостатки использования 
метода «двойных дисков», связанные с необходимостью 
подбора расстояния между дисками с антибиотиком и 
хелатором для получения легко регистрируемого расши­
рения зоны задержки роста, использовалась детекция 
mcr нанесением хелатора на диск с колистином (НХДК), 
т.е. раствор хелатора наносился непосредственно на 
диск с колистином (Рисунок 1). 

Однако в силу собственной ингибирующей активно­
сти ЭДТА, вокруг диска с нанесенным раствором 0,5 
M ЭДТА наблюдалась диффузная зона подавления ро­
ста. Ранее токсический эффект ЭДТА в отношении бак­
териальных клеток был неоднократно описан, что явля­
ется существенным ограничением его применения, в том 
числе и при использовании для детекции карбапенемаз 
[45]. У ДПК подобная активность отсутствует. 

Среднее значение разницы зон задержки роста для 
колистина и его комбинации с ЭДТА и ДПК составило 
4,1 мм и 3,7 мм соответственно для mcr-положительных 

Рисунок 3.	Сравнение показателей специфичности 
и чувствительности метода НХДК при использовании 
ЭДТА и ДПК (cutoff = 3 мм)

Рисунок 1.	Использование метода «двойных дисков» для 
выявления эффекта расширения зоны задержки 
роста в сторону диска с ЭДТА (диск 1) вокруг диска с 
колистином (диск в центре) 

		  Снизу расположен чистый стерильный диск (диск 2).

Рисунок 2.	Показатели чувствительности и специфичности метода 
НХДК при использовании ЭДТА/ДПК и в зависимости 
от диаметра зоны задержки роста 

		  А. При использовании комбинации колистина с ЭДТА.

		  Б. При использовании комбинации колистина с ДПК.

		  ИП – истинно положительный; ИО – истинно 
отрицательный; ЛП – ложноположительный;  
ЛО – ложноотрицательный.

изолятов, 1,7 мм и 1,2 мм соответственно – для mcr-от­
рицательных изолятов.

Методом анализа ROC-кривых было установлено, что 
разница в диаметре зон задержки роста ≥ 3 мм для ком­
бинации колистина с хелатирующим агентом по срав­
нению только с колистином позволяет сделать вывод о 
наличии у исследуемого изолята генов mcr-1. При этом 
чувствительность теста составляет 96%, специфичность – 
91% при использовании ДПК против 88% и 77% – при ис­
пользовании ЭДТА соответственно (Рисунок 2). 

Смещение отсекающей точки (cutoff – дельта диамет­
ров задержки роста) будет сопровождаться либо по­
вышением чувствительности с утратой специфичности, 
либо, напротив, повышением специфичности на фоне 
снижения чувствительности (Рисунок 3). Эти особенности 
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можно использовать в диагностической практике в зави­
симости от поставленных перед исследователем задач.

Обсуждение

Предложенная методика выявления mcr-опосредо­
ванной устойчивости к колистину является простым 
и доступным методом, основанным на способности 
ЭДТА и ДПК ингибировать металлопептидазы (кодиру­
емые плазмидным геном mcr фосфоэтаноламинотранс­
феразы), и может применяться для проведения феноти­
пического скрининга резистентности к колистину. При 
этом использование ДПК демонстрирует лучшие пока­
затели специфичности и чувствительности, что обуслов­
лено меньшей собственной токсичностью по сравнению 
с ЭДТА и является предпочтительным. 

Предложенный нами вариант использования стан­
дартных дисков с колистином, с одной стороны, со­
храняет все недостатки диско-диффузионного метода, 
который с 2016 г. не рекомендован для определения 
чувствительности к колистину [27], а с другой – позво­
ляет использовать потенциал дисков, имеющихся на 
рынке диагностических препаратов, для выявления эпи­

демически значимого механизма устойчивости к важной 
группе антимикробных препаратов.

Обязательным условием при постановке теста яв­
ляется наличие системы внутренних контролей. Для от­
рицательного контроля мы рекомендуем штамм E. coli 
ATCC 25922, используемый в лабораториях при опре­
делении чувствительности к антибиотикам, для контроля 
положительного результата необходимо использовать 
штамм E. coli NCTC 13846 с высоким уровнем экспрес­
сии гена mcr.

Принимая во внимание наличие изолятов, демон­
стрирующих в исследованиях in vitro низкий уровень 
экспрессии гена mcr-1, не проявляющих фенотип ре­
зистентности [46], очевидным недостатком метода яв­
ляется его низкая чувствительность, поскольку именно 
на низких значениях МПК «задержки роста» будут за­
висеть от ограничений диффузии крупной заряженной 
молекулы антибиотика в агаровой среде. Тем не менее 
низкая стоимость, простота выполнения, отсутствие не­
обходимости в каком-либо дополнительном оборудо­
вании и специальных навыках со стороны персонала 
делают метод НХДК доступной альтернативой для прак­
тических лабораторий.
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