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Резюме __________________________________________________________________________________________________ 

Введение. Пациентам, госпитализированным с COVID-19, часто назначают антибио-
тики широкого спектра действия, которые могут способствовать селекции и распро-
странению антибиотикорезистентных штаммов.
Цель. Выявить продукцию карбапенемаз и установить механизмы активного выве-
дения антибиотиков различных групп у множественно- и экстремально-антибиоти-
корезистентных штаммов Klebsiella pneumoniae и Acinetobacter baumannii, выделен-
ных от госпитализированных пациентов с инфекцией COVID-19.
Материалы и методы. Для 51 множественно- и экстремально-антибиотикорези-
стентного штамма Klebsiella pneumoniae и 47 множественно-антибиотикорезистент-
ных штаммов A.  baumannii, выделенных от госпитализированных пациентов с ин-
фекцией COVID-19, методом микроразведений в бульоне определены минимальные 
подавляющие концентрации (МПК). Дополнительно установлены МПК антибиотиков 
в присутствии протонного ингибитора эффлюксных насосов – карбонилцианид-
3-хлорфенилгидразона (CCCP). Фенотипический скрининг продукции метало-β-
лактамаз (МБЛ) у штаммов K. pneumoniae выполнен методом двойных дисков с ЭДТА. 
Детекция генов карбапенемаз осуществлена методом ПЦР-анализа в режиме реаль-
ного времени.
Результаты. Все штаммы проявляли множественную либо экстремальную устойчи-
вость к антибиотикам. Все штаммы A.  baumannii были устойчивы к карбапенемам, 
левофлоксацину, амикацину и являлись продуцентами OXA-карбапенемаз. Сохра-
няли чувствительность к карбапенемам только 2,0–3,9% штаммов K. pneumoniae, к 
амикацину – 7,8% штаммов. Продукция карбапенемаз выявлена у 68,6% штаммов 
K. pneumoniae (NDM – 31,4%, OXA-48 – 23,5%, KPC – 2,0%, копродукция двух карба-
пенемаз – 11,8%). Ингибирование эффлюксных насосов позволило снизить значения 
МПК карбапенемов, цефалоспоринов, левофлоксацина, амикацина, тигециклина для 
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2,1–25,5% штаммов A. baumannii и K. pneumoniae, но не восстанавливало их чувстви-
тельность к антибиотикам.
Заключение. Устойчивость к карбапенемам и другим β-лактамам у штаммов 
A.  baumannii и K.  pneumoniae связана с продукцией карбапенемаз. Присутствие у 
части исследуемых штаммов механизмов эффлюкса является важным, но не един-
ственным механизмом антибиотикорезистентности. 
Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, множественная 
антибиотикорезистентность, эффлюкс, карбапенемазы, инфекция COVID-19
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Abstract __________________________________________________________________________________________________ 

Introduction. Patients hospitalized with COVID-19 are often prescribed broad-spectrum 
antibiotics that can contribute the selection and spread of antibiotic-resistant strains.
Purpose. To identify carbapenemase production and the active efflux mechanisms 
for antibiotics of various classes in multidrug- and extensively drug-resistant Klebsiella 
pneumoniae and Acinetobacter baumannii strains isolated from patients with COVID-19 
infection.
Materials and methods. This study included 51 multidrug- and extensively drug-resistant 
Klebsiella pneumoniae strains and 47 multidrug-resistant strains of Acinetobacter 
baumannii isolated from patients with COVID-19 infection. The minimum inhibitory 
concentrations (MICs) for meropenem, imipenem, cefepime, ceftazidime, doxycycline, 
levofloxacin, tigecycline, rifampicin, chloramphenicol and amikacin were assessed by 
broth microdilution method for all investigated strains. Moreover, MICs of antibiotics in 
the presence of efflux pump inhibitor (carbonyl cyanide-chlorophenylhydrazone, CCCP) 
were determined. For phenotypic detection of metallo-β-lactamase (MBL) production the 
double-disk EDTA method was performed. Carbapenemase genes were detected by real-
time PCR.
Results. All of the isolated strains have demonstrated multidrug or extensively drug 
resistance. All strains of A.baumannii were resistant to carbapenems, levofloxacin, amikacin 
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	� ВВЕДЕНИЕ
Возрастающее число инфекций, вызванных микроорганизмами с множественной 

и экстремальной антибиотикорезистентностью, представляет серьезную проблему 
во всем мире и является одной из ведущих причин высокой летальности [1]. Паци-
ентам, госпитализированным с COVID-19, часто назначают антибиотики широкого 
спектра действия, которые могут способствовать селекции и распространению ан-
тибиотикорезистентных штаммов. Среди микроорганизмов с множественной лекар-
ственной устойчивостью, вызывающих бактериальные осложнения на фоне инфек-
ции COVID-19, чаще всего сообщается о метициллин-резистентных Staphylococcus 
aureus, устойчивых к карбапенемам A. baumannii, K. pneumoniae и Pseudomonas 
aeruginosa, и мультирезистентных Candida auris [2].

Клиническая значимость исследования A. baumannii и K. pneumoniae в Беларуси 
значительно возрастает на фоне приобретения ими плазмидопосредованных карба-
пенемаз, что сопровождается развитием устойчивости к большинству β-лактамных 
и не относящихся к β-лактамным антибиотиков [3, 4]. 

Среди других механизмов антибиотикорезистентности важное значение имеют 
предотвращение попадания антимикробного препарата в бактериальную клетку за 
счет изменения проницаемости мембраны (утраты или изменения поринов) и актив-
ное выведение антибиотиков во внешнюю среду системами эффлюкса [5]. Системы 
эффлюкса представляют собой энергозависимые транспортные системы цитоплаз-
матической мембраны, способные удалять из бактериальной клетки антибиотики 
сразу нескольких классов, что способствует проявлению множественной антибиоти-
корезистентности [6]. Представляется важным исследование наличия эффлюксных 
механизмов у A. baumannii и K. pneumoniae и поиск возможных способов подавле-
ния резистентности, опосредованного эффлюксными насосами [7].

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Выявить продукцию карбапенемаз и механизмы активного выведения антибио-

тиков различных групп у множественно- и экстремально-антибиотикорезистентных 

and were OXA-carbapenemase producers. Susceptibility to carbapenems remained only 
in 2.0–3.9% of K. pneumoniae strains, to amikacin – in 7.8% of strains. Carbapenemase 
production was detected in 68.6% of K.  pneumoniae strains (NDM – 31.4%, OXA-48 – 
23.5%, KPC – 2.0%, co-production of two carbapenemase – 11.8%). Inhibition of efflux 
pumps made it possible to reduce the MIC values for carbapenems, cephalosporins, 
levofloxacin, amikacin, tigecycline in 2.1–25.5% of A.  baumannii and K.  pneumoniae 
strains. On the other hand, it didn’t restore their susceptibility to antibiotics.
Conclusion. Resistance to carbapenems and other β-lactams in A.baumannii and 
K. pneumoniae strains is associated with the production of carbapenemases. The presence 
of efflux mechanisms in some of the studied strains is an important, but not the only 
mechanism of antibiotic resistance.
Keywords: Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, multidrug resistance, efflux, 
carbapenemases, COVID-19 infection

Роль эффлюкса и продукции карбапенемаз в формировании множественной 
устойчивости к антибиотикам у штаммов Klebsiella pneumoniae  
и Acinetobacter baumannii, выделенных от пациентов с инфекцией COVID-19



217«Лабораторная диагностика. Восточная Европа», 2022, том 11, № 2

штаммов Klebsiella pneumoniae и Acinetobacter baumannii, выделенных от госпитали-
зированных пациентов с инфекцией COVID-19.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В исследование включены 47 множественно-антибиотикорезистентных штам-

мов A.  baumannii и 51  множественно- и экстремально-антибиотикорезистентный 
штамм Klebsiella pneumoniae, выделенные от госпитализированных пациентов с 
бактериальными коинфекциями на фоне инфекции COVID-19. Штаммы были полу-
чены в период 2020–2021 гг. при исследовании пациентов, пребывавших на лечении 
в 9 стационарах трех областей Беларуси: Гомеля и Гомельской области (7 штаммов 
A. baumannii и 9 штаммов K. pneumoniae), Витебской областной клинической боль-
ницы (15 штаммов A. baumannii и 31 штамм K. pneumoniae), Могилевской больницы 
№ 1 (25 штаммов A. baumannii и 11 штаммов K. pneumoniae). Отобранные штаммы 
были выделены в диагностически значимых количествах из мокроты (63,8% штаммов 
A. baumannii и 78,4% штаммов K. pneumoniae), крови (23,4% штаммов A. baumannii и 
17,7% штаммов K. pneumoniae) и мочи (12,8% штаммов A.  baumannii и 3,9% штам-
мов K. pneumoniae). Большинство штаммов (43 штамма A. baumannii и 38 штаммов 
K.  pneumoniae) выделены от пациентов отделений реанимации и интенсивной те-
рапии. Первичная идентификация и определение чувствительности к антибиотикам 
была выполнена в локальных микробиологических лабораториях с использованием 
автоматических микробиологических анализаторов. До проведения исследований 
штаммы подвергались криоконсервации и хранились в бульоне с сердечно-мозго-
вой вытяжкой и 30% глицерина при –62 °С.

Определение минимальных подавляющих концентраций (МПК) антибиоти-
ков выполняли методом микроразведений в бульоне в соответствии с ISO 20776-
1:2006 [8]. Двукратные последовательные разведения 10 антибиотиков (меропенем, 
имипенем, цефтазидим, цефепим, доксициклин в диапазоне концентраций от 0,5  
до 512 мг/л; левофлоксацин, рифампицин, тигециклин, хлорамфеникол – от 0,125 до 
128 мг/л; амикацин – от 1 до 1024 мг/л) готовили в бульоне Мюллера-Хинтона (Oxoid, 
Великобритания). Стартовая концентрация микробных клеток после инокуляции со-
ставляла 5×105 КОЕ/мл. Результаты интерпретировали на основании пограничных 
значений МПК, установленных Европейским комитетом по определению чувстви-
тельности к антимикробным лекарственным средствам EUCAST [9]. Для контроля 
качества использовали референсные штаммы Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 
и Escherichia coli ATCC 25922 с известными значениями МПК.

Для фенотипического определения активности эффлюксных насосов оценивали 
кратность снижения МПК антибиотиков при добавлении в бульон Мюллера-Хин-
тона ингибитора эффлюксных насосов – карбонилцианид-3-хлорфенилгидразона 
(carbonyl cyanide 3-chlorophenylhydrazone, СССР). Ввиду наличия у препарата соб-
ственной бактерицидной активности в предварительном эксперименте определи-
ли его МПК: установлено, что в концентрации 8 мг/л он не ингибировал видимый 
рост всех штаммов A. baumannii и K. pneumoniae. Поскольку карбонилцианид-3-
хлорфенилгидразон не растворим в воде, базовый его раствор с концентрацией  
10 г/л готовили в метаноле. Базовый раствор вносили в бульон Мюллера-Хинтона до 
достижения концентрации CCCP 8 мг/л. Расчетная концентрация метанола в бульоне 
не превышала 0,1%, что значительно ниже МПК метанола для исследуемых штаммов.

Клиническая микробиология
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При снижении МПК антибиотика в присутствии CCCP в 4 раза и более считали, что 
устойчивость может быть связана с активностью систем эффлюкса.

Обнаружение генов МБЛ NDM, VIM и IMP, а также сериновых карбапенемаз KPC, 
OXA-48, OXA-23 и OXA-40 выполняли методом ПЦР с флуоресцентной детекцией. Ис-
пользовали диагностические наборы «АмплиСенс MDR MBL-FL», «АмплиСенс MDR 
KPC/OXA-48-FL» и «АмплиСенс MDR Ab-OXA-FL» производства ФБУН ЦНИИ эпиде-
миологии Роспотребнадзора (Москва, Российская Федерация). Выделение ДНК из 
бактериальных культур выполняли с помощью температурного лизиса в ТЕ-буфере. 
Амплификацию с гибридизационно-флуоресцентной детекцией в режиме «реально-
го времени» выполняли на амплификаторе RotorGene 3000 (Corbett Research, Австра-
лия) в соответствии с инструкциями производителя диагностических наборов.

Дополнительно проводили фенотипический скрининг продукции МБЛ для штам-
мов K. pneumoniae методом двойных дисков с этилендиаминтетраацетатом (ЭДТА), 
который основан на способности ЭДТА хелатировать ионы цинка из активного цен-
тра МБЛ и подавлять их гидролитическую активность в отношении β-лактамных 
субстратов. Для контроля качества использовали референсный штамм P. aeruginosa 
ATCC 27853 (отрицательный контроль) и штамм P. aeruginosa P-033 (продуцент МБЛ 
VIM, положительный контроль). Для повышения чувствительности метода исполь-
зовали комбинацию из трех дисков (имипенем, меропенем, цефтазидим), поскольку 
некоторые штаммы могут проявлять синергизм только с каким-либо одним из анти-
биотиков. Образование расширенной зоны подавления роста между диском с ЭДТА 
и хотя бы одним из дисков, содержащих β-лактамные антибиотики, расценивали как 
наличие продукции МБЛ у тестируемого штамма [10].

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Все штаммы A. baumannii были устойчивы к карбапенемам, левофлоксацину, ами-

кацину (табл. 1). Все штаммы K. pneumoniae оказались устойчивыми к цефтазидиму, 
цефепиму, левофлоксацину, тигециклину, хлорамфениколу. Сохраняли чувствитель-
ность к карбапенемам только 2,0–3,9% штаммов K. pneumoniae, к амикацину – 7,8% 
штаммов (табл. 2). Таким образом, все исследуемые штаммы проявляли множествен-
ную либо экстремальную устойчивость к антибиотикам. 

Наличие механизмов эффлюкса (проявляемых значимым снижением МПК для 
одного или более антибиотиков в присутствии ингибитора эффлюксных насосов 
CCCP) отмечено для 51,1% штаммов A. baumannii и 47,1% штаммов K. pneumoniae.  
У 2,1% штаммов A. baumannii и 11,8% штаммов K. pneumoniae значимое снижение 
МПК отмечалось одновременно для 4 и более антибиотиков, относящихся к различ-
ным классам, что может свидетельствовать об универсальности присутствующих у 
них эффлюксных систем.

В присутствии карбонилцианид-3-хлорфенилгидразона отмечалось снижение 
МПК β-лактамных антибиотиков в 4 раза и более для 4,4–17,0% штаммов A. baumannii 
и 5,9–7,6% штаммов K. pneumoniae (табл. 3). Снижение в присутствии CCCP МПК ти-
гециклина отмечалось для 17,6% штаммов K. pneumoniae и только 2,1% штаммов  
A. baumannii. Наиболее существенное влияние ингибитора эффлюкса выявлено по 
отношению чувствительности K. pneumoniae к амикацину: для 25,5% штаммов в при-
сутствии CCCP отмечалось снижение МПК в 4 раза и более, при этом для 5,9% штам-
мов МПК амикацина снижалась в 16 раз. 
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Практически для всех антибиотиков в присутствии CCCP отмечено снижение 
значений МПК50 или МПК90 (табл. 1, 2). Вместе с тем связанное с ингибированием эф-
флюкса снижение МПК антибиотиков не приводило к восстановлению чувствитель-
ности к ним (переходу из категорий «резистентный» или «чувствительный» при уве-
личенной экспозиции антибиотика в категорию «чувствительный»). Таким образом, 
наличие механизмов эффлюкса у исследуемых штаммов являлось важным, но не 
единственным механизмом антибиотикорезистентности, а их «выключение» в ряде 
случаев существенно снижало значения МПК антибиотика, но не восстанавливало 
чувствительность к нему.

Устойчивость к карбапенемам исследуемых штаммов также была опосредована 
продукцией карбапенемаз. В фенотипическом тесте с ЭДТА присутствие металло-
β-лактамаз подтверждено для 13 штаммов K. pneumoniae (25,5%). Гены МБЛ NDM 
выявлены у 19 штаммов K. pneumoniae, при этом у 3 из них дополнительно обнару-
живались гены сериновых карбапенемаз (табл. 4). Продуцентами карбапенемаз раз-
личных типов являлись 35 штаммов K. pneumoniae (68,6%), 6 из них (11,8%) – копро-
дуцентами одновременно нескольких карбапенемаз. Широко распространенная в 
странах Западной Европы сериновая карбапенемаза KPC обнаруживалась только у 
4 штаммов (7,8%), у 3 из них – в сочетании с карбапенемазой OXA-48. В ранее выпол-
ненном в 2013–2014 гг. многоцентровом исследовании MBL NDM была обнаружена 
у 11,9% штаммов K. pneumoniae, выделенных от госпитализированных пациентов в 
трех городах Беларуси, OXA-48 – у 15,6% штаммов, KPC и копродуценты нескольких 
типов карбапенемаз не обнаруживались [3].

Результаты выполненного исследования показали, что детекция карбапенемаз 
и определение их типов важны для прогнозирования клинической эффективности 
новых антибиотиков резерва. Так, ингибитор-защищенные карбапенемы (меропе-
нем-ваборбактам, имипенем-релебактам) активны только в отношении продуцентов 
KPC, цефтазидим-авибактам не активен в отношении продуцентов МБЛ [11]. Отмече-
ны существенные локальные отличия распространенности продуцентов МБЛ NDM: 

Таблица 3
Штаммы A. baumannii и K. pneumoniae, для которых выявлено снижение МПК антибиотиков  
в присутствии ингибитора эффлюксных насосов
Table 3
A. baumannii and K. pneumoniae strains with decreased MIC of antibiotics in the presence of the efflux 
pump inhibitor

 
A. baumannii K. pneumoniae
n % n %

Meropenem 2 4,3 3 5,9
Imipenem 0 0,0 8 15,7
Cefepime 4 8,5 8 15,7
Ceftazidime 8 17,0 9 17,6
Levofloxacin 3 6,4 5 9,8
Rifampicin 1 2,1 1 2,0
Tigecycline 1 2,1 9 17,6
Doxycycline     2 3,9
Chloramphenicol 6 12,8 1 2,0
Amikacin 12 25,5 6 11,8

Клиническая микробиология
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таковыми являлись 9,7% штаммов K. pneumoniae, выделенных в Витебской област-
ной клинической больнице, 55,6% штаммов, выделенных в стационарах Гомельской 
области, и 100% штаммов, выделенных в Могилевской больнице № 1.

Наличие генов карбапенемаз выявлено у всех включенных в исследование штам-
мов A. baumannii (OXA-23 – 36,2% штаммов, OXA-40 – 61,7% штаммов, копродукция 
OXA-23 и OXA-40 – 2,1% штаммов).

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Штаммы A. baumannii и K. pneumoniae, выделенные от пациентов с инфекцией 

COVID-19, характеризуются устойчивостью к большинству антибиотиков. Устойчи-
вость к карбапенемам и другим β-лактамам связана с широким распространением 
продукции карбапенемаз (OXA-23 и OXA-40 у A. baumannii, NDM, OXA-48 и KPC у  
K. pneumoniae). Отмечено присутствие копродуцентов карбапенемаз нескольких 
типов. В условиях множественной и экстремальной антибиотикорезистентности ос-
новных грамотрицательных возбудителей бактериальных коинфекций выявление 
продуцируемых ими карбапенемаз с определением принадлежности к молекуляр-
ному классу является важным для прогнозирования активности новых ингибитор-
защищенных цефалоспоринов и карбапенемов.

Присутствие у части исследуемых штаммов механизмов эффлюкса является 
важным, но не единственным механизмом антибиотикорезистентности. Ингибиро-
вание эффлюксных насосов позволило снизить значения МПК карбапенемов, це-
фалоспоринов, левофлоксацина, амикацина, тигециклина для 2,1–25,5% штаммов  
A. baumannii и K. pneumoniae, но не восстанавливало чувствительность к этим анти-
биотикам.

_________________________________________________________________________________________________

Таблица 4
Присутствие генов карбапенемаз у штаммов A. baumannii и K. pneumoniae
Table 4
Presence of carbapenemase genes in A. baumannii and K. pneumoniae strains

Карбапенемаза A. baumannii, n (%) K. pneumoniae, n (%)
OXA-23 17 (36,2%)
OXA-40 29 (61,7%)
OXA-48 12 (23,5%)
KPC 1 (2,0%)
NDM 16 (31,4%)
KPC+OXA-48 3 (5,9%)
OXA-48+NDM 1 (2,0%)
KPC+NDM 2 (3,9%)
OXA-23 + OXA-40 1 (2,1%)
Не обнаружено 16 (31,4%)

Роль эффлюкса и продукции карбапенемаз в формировании множественной 
устойчивости к антибиотикам у штаммов Klebsiella pneumoniae  
и Acinetobacter baumannii, выделенных от пациентов с инфекцией COVID-19
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