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SHV ТИПЫ β-ЛАКТАМАЗ, ВЫЯВЛЕННЫЕ У КЛИНИЧЕСКИХ 

ШТАММОВ KLEBSIELLA SPP 

 

Одним из ведущих механизмов резистентности клинических штаммов  

к β-лактамным антибиотикам является продукция ферментов β-лактамаз. Клиниче-

ски значимые β-лактамазы относятся к молекулярным классам А и С. Бета-

лактамазы молекулярного класса А SHV типа широко распространены среди пред-

ставителей семейства энтеробактерий (Klebsiella и Escherichia) [1–3]. Гены β-

лактамаз SHV-типа являются «универсальными» для K. рneumoniae [4–6].  

Более 90 % клинических штаммов K. рneumoniae содержат β-лактамазу SHV-1 [1, 

4]. Точечные мутации в генах фермента SHV-1 привели формированию класса его 

производных, способных гидролизировать 3 и 4 поколения цефалоспоринов  

и азтреонов. В настоящее время известно более 90 таких ферментов, объединенных 

одним термином — β-лактамазы расширенного спектра (БЛРС) [1]. БЛРС (SHV-2–

SHV-88) отличаются от своего предшественника SHV-1 единичными заменами 

аминокислот в нескольких сайтах. Все ранние, в эволюционном отношении, пред-

ставители семейства ферментов SHV типа (SHV-2–SHV-8) были впервые найдены 

и описаны у изолятов K. pneumoniae [1, 4]. В настоящее время наиболее распро-

страненные замены у производных SHV встречаются в позициях 35, 179, 238 и 240 

(нумерация позиций в соответствии со схемой Ambler) [7, 8].  

Гены БЛРС локализуются в плазмидах и могут легко передаваться между 

представителями вида, рода и даже семейства. В связи с этим резистентность кли-

нических штаммов к новым антибиотикам возникает уже через 2–3 года от внедре-

ния в клиническую практику и быстро распространяется путем горизонтальной пе-

редачи генов резистентности плазмид или интегронов в популяции семейства 

энтеробактерий, в том числе разных видов клебсиелл. В клинической микробиоло-

гии большое внимание уделяется выявлению продукции β-лактамаз  

и характеристике их генов у штаммов Klebsiella spp. Данные анализа мутационной 

изменчивости генов SHV позволяет оценить возможные эпидемиологические ситу-

ации от спорадических случаев до больших вспышек. 

Материалы и методы. Были исследованы 43 клинических изолята бактерий 

рода Klebsiella. Культуры K. pneumoniae составили 19 штаммов, K. oxytoca — 28.  

Определение чувствительности к антибиотикам. Определение чувствительно-

сти выделенных чистых культур Klebsiella spp. к восьми β-лактамным антибиоти-

кам осуществляли стандартным методом серийных двухкратных разведений пре-

паратов в питательной среде (Мюллер–Хинтон агар). Определяли МИК 

амоксициллина, амоксициллин/клавуланата, ампициллин/сульбактама, цефтазиди-

ма, цефотаксима, цефепима, азтреонама, имипенема.  
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Детекция генов, кодирующих β-лактамазы SHV типа с помощью ПЦР.  

Для амплификации 928 п.н. последовательности SHV генов в ПЦР использовали 

праймеры: прямой 5’-GGGTTATTCTTATTTGTCGC-3’ и обратный  

5’- TTAGCGTTGCCAGTGCTC-3’. ПЦР осуществляли с использованием режима 

96 °C — 10 мин (96 °C — 1 мин, 56 °C — 1 мин, 72 °C — 1 мин), 35 циклов [9].  

ПЦР-ПДРФ анализ продуктов генов SHV, полученных в ПЦР. Для характери-

стики генов SHV использовали рестрикционные эндонуклеазы NheI, DdeI  

и NruI.  

Секвенирование специфичных ПЦР продуктов генов SHV. Циклическую се-

квенс-реакцию фрагмента SHV гена проводили модифицированным методом Сен-

гера. В реакции секвенирования SHV гена использовали пару праймеров, что в ре-

акции амплификации. 

Результаты и обсуждение. Определение генов β-лактамаз SHV типа с помо-

щью ПЦР. Культуры Klebsiella spp. с помощью ПЦР были исследованы на наличие 

генов β-лактамаз молекулярного класса А SHV типа. 89,4 % исследованных изоля-

тов K. pneumoniae и 39,2 % K. oxytoca показывали положительную реакцию ампли-

фикации со специфичной парой праймеров.  

Определение мутаций в гене SHV с помощью метода ПЦР-ПДРФ. Метод 

ПЦР-ПДРФ применяли для определения мутаций в гене SHV в позициях 35, 238 и 

240 и отбора штаммов с продукцией ферментов производных SHV-1. Для обнару-

жения точечной мутации и замены нуклеотидов в положении 238, которая отличает 

большинство производных SHV от своего предшественника ранней β-лак-тамазы 

SHV-1, проводили ПЦР/NheI тест, предложенный Nuesch — Inderbinen et al. [10]. У 

5 штаммов был обнаружен сайт рестрикции NheI, свидетельствующий о присут-

ствии мутации. Точечная мутация в позиции 238 в триплете GGC→AGC формиру-

ет новый сайт для узнавания ферментом NheI. При помощи эндонуклеазы рестрик-

ции DdeI были идентифицированы мутации в гене SHV в позиции 35 у 7 (35 %) 

культур. Размеры фрагментов у культур без мутации составлял 492, 278, 91 п.о., 

фрагменты с мутацией составляли 583 и 278 п.о. У 4 культур также был определен 

сайт для фермента NruI.  

При сравнении участков генов SHV в методе ПЦР-ПДРФ было отмечено,  

у 40 % (n = 8) не было обнаружено сайтов для исследованных эндонуклеаз. Это го-

ворит о присутствии β-лактамазы SHV-1. Можно предположить, что одной из при-

чин повышения профиля резистентости данных штаммов является гиперпродукция 

данного фермента.  

С помощью метода ПЦР-ПДРФ при использовании рестрикционных эн-

донуклеаз NheI, DdeI и NruI у 12 штаммов K. pneumoniae в гене SHV были обнару-

жены нуклеотидные точечные замены, соответствующие аминокислотным,  

в позициях 35, 238 и 240, отличающие производные SHV от своего предшествен-

ника ранней β-лактамазы SHV-1.  

Секвенирование гена SHV у культур K. рneumoniae. 

Полученные в реакции ПЦР специфические фрагменты SHV гена размером 

930 п.о. исследуемых штаммов K. pneumoniae были секвенированы. При анализе 

аминокислотных последовательностей SHV генов, нами установлено присутствие у 
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штаммов K. pneumoniae 5 различных типов SHV ферментов. Секвенирование 20 

фрагментов генов SHV выявило наличие ферментов SHV-1 (n = 8), SHV-2  

(n = 2), SHV-5 (n = 3), SHV-11 (n = 3), SHV-31 (n = 4). Из них 45 % штаммов  

K. pneumoniae содержали ферменты БЛРС (SHV-2, SHV-5 и SHV-31), а 55 % — 

ферменты SHV не БЛРС (SHV-1 и SHV-11). 

Аминокислотные замены преимущественно были выявлены в 3 положени-

ях — Лей35Глн, Гли238Сер и Глу240Лиз. Полученные результаты суммированы в 

табл. 1. 
Таблица 1 

Замены аминокислот в генах β-лактамаз у производных SHV 

SHV тип β-лактамаз 
Аминокислоты/кодоны в позициях1 

35 238 240 

SHV-12 Лей/СТА Гли/GGC Глу/GAA 

SHV-1 Лей/СТА Гли/GGC Глу/GAA 

SHV-2 Лей/СТА Сер/AGC Глу/GAA 

SHV-5 Лей/СТА Сер/AGC Лиз/AAG (ААА) 

SHV-11 Глн/CAA Гли/GGC Глу/GAA (GAG) 

SHV-31 Глн/CAA Гли/GGC Лиз/AAG  

Примечание: 1 — Нумерация позиций в соответствии с номенклатурой Ambler [8]; 2 — SHV-

1, последовательность GenBank X98098. 

 

Ассоциация мутаций в генах β-лактамаз SHV-2, SHV-5, SHV-11, SHV-31  

с профилем резистентности штаммов K. рneumoniae. 

Одни и те же ферменты, присутствуя в геноме различных штаммов клебсиелл, 

формировали различные уровни резистентности (табл. 2).  
Таблица 2 

Результаты определения МИК β-лактамных препаратов в соответствии  

с результатами секвенирования у штаммов Klebsiella spp. 

SHV 
МИК мг/л 

AMX AMC SAM CTX CAZ CFM AZT IMP 

SHV-1 8–64 4–32 0,25–2 0,25–1 0,5–4 0,125–0,5 0,25–0,5 0,125–0,25 

SHV-2 64 0,25–4 1 2–16* 1–32* 0,5 0,25–2 0,25 

SHV-5 64 4–8 1 4–8 16–64^ 0,5–2 8 1–2 

SHV-11 64 0,5–1 1–4 0,125–0,25 0,5–2 0,125 0,125–0,25 0,25–0,5 

SHV-31 32–64 1–4 2 8–16 2–16 0,5–2 4 0,5 

Примечание: * — достоверно при сравнении с SHV-1, р < 0,01;  ^ — достоверно при сравне-

нии с SHV-2, р < 0,01. 

 

В ходе нашего исследования выявлено, что более частые замены аминокислот 

в SHV генах регистрировались в одном сайте, в позиции 238 или двух —  

в позициях 238 и 240. 35 % исследованных штаммов характеризовались наличием 

мутаций в отмеченных позициях. Как известно, мутации в позициях 238 и 240 при-

водят к изменению конфигурации и свойств активного центра фермента  

[11–14]. Было отмечено увеличение резистентности к цефотаксиму и цефтазидиму 

у штаммов с продукцией фермента SHV-2 по сравнению с культурами с присут-

ствием SHV-1, р < 0,01. Поэтому эффект воздействия мутаций в позициях 238 и 
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240 на фенотип резистентности наблюдался значительный. Штаммы с присутстви-

ем SHV-2 и SHV-5, у которых выявлена мутация в кодоне 238, проявили большую 

резистентность к цефалоспоринам по сравнению с SHV-1 и SHV-11 (табл. 2). Сов-

местно две мутации (238 и 240) способствуют лучшему взаимодействию фермента 

c карбоксильными группами цефтазидима и азтреонама [11, 12, 14]. Мутация толь-

ко в позиции 238 Гли → Сер, характерная для фермента SHV-2 приводила к незна-

чительному или умеренному повышению уровню резистентности азтреонама и це-

фтазидима (МИК 0,25 — 2 мг/л, МИК — 0,5 мг/л соответственно). Мутации в двух 

позициях 238 и 240, которая наблюдалась у фермента SHV-5, резко увеличивали 

резистентность штаммов (табл. 2). Фермент SHV-5 содержащий 2 мутации, показал 

резистентность достоверно выше, чем SHV-2,  

р < 0,01. У штаммов с ферментом SHV-5 МИК цефотаксима составил 4–8 мг/л, 

МИК цефтазидима — 16–64 мг/л, МИК азтреонама — 8 мг/л.  

Эффект мутаций, проходящих вне активного центра фермента, намного 

меньший. Фермент SHV-11 не имел типичной замены 238 Гли → Сер и отличался 

от предшественника SHV-1 одной заменой в позиции 35 Лей → Глу, поэтому не 

является БЛРС. Мутация в позиции 35 у фермента SHV-11 не оказала значимого 

влияния на субстратный профиль.  

У 40 % изученных штаммов K. рneumoniae в положениях 35, 238 и 240 мута-

ций не было выявлено. Из данных ПЦР-ПДРФ и результатов секвенирования сле-

дует, что штаммы продуцируют хромосомную β-лактамазу SHV-1. Фермент  

SHV-1, а также SHV-11 не являются β-лактамазами расширенного спектра дей-

ствия и в связи с этим не проявляют выраженной повышенной гидролитической 

активности в отношении β-лактамных препаратов. У большинства штаммов  

K. рneumoniae уровень его продукции невысокий. Штаммы с нормальной  

продукцией конститутивного фермента SHV-1 показали природный уровень рези-

стентности к пенициллинам и ранним цефалоспоринам (МИК  64 мг/л),  

не проявили гидролизирующей активности к цефотаксиму (МИК 0,25–1 мг/л)  

и показали слабую к цефтазидиму (МИК 0,5–2 мг/л). 4 штамма с ферментом SHV-1 

были резистентны цефтазидиму (МИК 2–4 мг/л) и слабо активны против цефотак-

сима (МИК 0,25–1 мг/л), что говорит о гиперпродукции этого фермента. Штаммы с 

продукцией SHV-1 и SHV-11 показали сходный фенотип (табл. 2). Один штамм 

SHV-11 экспрессировал фенотип сходный со штаммами гиперпродуцентами  

SHV-1.  

Таким образом, увеличение уровня МИК к цефтазидиму и другим β-лак-

тамным препаратам у изучаемых штаммов клебсиелл было обусловлено присут-

ствием генов β-лактамаз широкого спектра действия и чаще связано с мутациями в 

позициях Гли238Сер и Глу240Лиз.  
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