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Резюме. Klebsiella pneumoniae является одним из основных возбудителей инфекций, связанных с оказанием ме-

дицинской помощи (ИСМП), во всем мире. Цель исследования: молекулярно-генетическая характеристика 

устойчивости к бета-лактамным антибиотикам культур K. pneumoniae, выделенных в условиях кардиохирур-

гического стационара, выявление гипервирулентных изолятов, а также оценка генетического родства культур. 

Были изучены изоляты, выделенные из клинического материала пациентов (n = 50) кардиохирургических от-

делений и отделения анестезиологии и реанимации (ОАиР), находившихся на лечении в кардиохирургичес ком 

стационаре г. Перми с июля 2021 г. по декабрь 2022 г. Бактериологические исследования были выполнены на ав-

томатическом анализаторе «WalkAway-96Plus» (Beckman Coulter, США). Определена чувствительность культур 

к тринадцати антимикробным препаратам и продукция бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС), оценен 

фенотип множественной лекарственной устойчивости (МЛУ). Для определения гипермукоидного фенотипа 

K. pneumoniae использовали стринг-тест. Родственность изолятов (ERIC-ПЦР), присутствие генов бета-лакта-

маз (blaTEM, blaCTX-M, blaSHV, blaOXA, blaKPC, blaVIM-2, blaIMP-1, blaNDM-1), а также генов, ассоциированных с гипервиру-

лентностью (prmpA, iucA, peg-344, wzyK2, magA), определяли методом ПЦР по конечной точке. Амплификацию 

проводили на термоциклере «DNA Engine Dyad Thermal Cycler» (Bio-Rad, США), визуализацию полос и доку-

ментирование данных осуществляли с помощью системы гель-документации «Gel-Doc XR» (Bio-Rad, США). 

По результатам исследования установлено, что карбапенемоустойчивые K. pneumoniae составили почти 76% 

всех культур, фенотип БЛРС имели 90%, а МЛУ — 88% изолятов. Среди определенных бета-лактамаз наи-

более широко в коллекции культур были представлены ферменты типов СТХ-М, VIM-2 и NDM-1, гены ко-

торых часто локализованы на мобильных генетических элементах, обеспечивающих быст рое внутри- и меж-

видовое распространение. Согласно результатам стринг-теста, гипермукоидный фенотип имели 8% изолятов 

K. pneumoniae. В отношении генов, ассоциированных с гипервирулентностью, показано, что наиболее рас-
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пространенным оказался ген iucA, амплифицированный у 54% изолятов, prmpA детектировали у 38% культур, 

48% культур имели гены wzyK2 или magA, маркирующие капсулы типа К1/К2. Почти треть K. pneumoniae со-

держали комбинацию генов rmpA и iucA, при этом выделяли их чаще в группе пациентов с активной инфек-

цией. Гипермукоидный фенотип, капсульный тип К1 и комбинацию генов prmpA, iucA, peg-344 имели только 

чувствительные к карбапенемам культуры, тогда как капсульный тип К2 был наиболее распространен среди 

устойчивых к карбапенемам K. pneumoniae. На основании молекулярно-генетического типирования выявлено, 

что 24% культур K. pneumoniae распределились в 4 геномогруппы идентичных изолятов, 76% культур имели 

индивидуальные профили. Обнаружены близкородственные изоляты у пациентов разных отделений, что ука-

зывает на возможную циркуляцию возбудителя в замкнутом контуре «отделение–ОАиР–отделение».

Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae, кардиохирургический стационар, молекулярное типирование, бета-лактамазы 

расширенного спектра, карбапенемазы, гипервирулентность.
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Abstract. Klebsiella pneumoniae is one of the main causative agents of healthcare-associated infections (HAI) worldwide. 

The study was aimed at molecular characterization of beta-lactam antibiotic resistance in K. pneumoniae isolated in the cardiac 

surgery hospital, identify hypervirulent isolates and assess isolate genetic relatedness. K. pneumoniae isolated from the clinical 

material of patients (n = 50) at cardiac surgery departments as well as anesthesiology and reanimation department treated at 

the cardiovascular surgery hospital in Perm from July 2021 to December 2022 were analyzed. Bacteriological studies were per-

formed on an automatic analyzer WalkAway-96Plus (Beckman Coulter, USA). The sensitivity to thirteen antimicrobials, pro-

duction of extended-spectrum beta-lactamases (ESBL) and multidrug resistance (MDR) phenotype were assessed. The string 

test was used to screen hypermucoviscous K. pneumoniae. Isolate relatedness (ERIC-PCR), presen ce of beta-lactamase genes 

(blaTEM, blaCTX-M, blaSHV, blaOXA, blaKPC, blaVIM-2, blaIMP-1, blaNDM-1), as well as genes associated with hypervirulence (prmpA, iucA, 

peg-344, wzyK2, magA) were analyzed by PCR. Amplifications were performed in a DNA Engine Dyad Thermal Cycler (Bio-

Rad, USA). Gel documentation system Gel-Doc XR (Bio-Rad, USA) was used for band visualization and data documentation. 

According to the study results, it was found that carbapenem-resistant isolates accounted for almost 76% of all isolates, the ESBL-

phenotype had 90%, and MDR-phenotype — 88% of studied isolates. According to the string test results, 8% of K. pneumoniae 

isolates had a hypermucoviscous phenotype. As for genes associated with hypervirulence, it was shown that the iucA gene was 

the most common, amplified in 54% of isolates, prmpA was detected in 38% of isolates, 48% of isolates had wzyK2 or magA genes 

encoding capsular type K1/K2. Almost a third of K. pneumoniae samples contained a combination of the rmpA and iucA genes, 

and they were isolated more often in the group of patients with active infection. Only carbapenem-sensitive microorganisms had 

hypermucoviscous phenotype, K1 capsular type, and a combination of prmpA, iucA, peg-344 genes, whereas the K2 capsular 

type was most common among carbapenem-resistant K. pneumoniae. Based on molecular genetic typing, it was found that 24% 

of K. pneumoniae isolates were assigned to four genome groups of identical cultures, 76% of the isolates had individual profiles. 

Closely related isolates were found among patients from different departments that indicates a potential pathogen circulation 

in the closed circuit “surgery department–department of anesthesiology” and “reanimation–surgery department”.

Key words: Klebsiella pneumoniae, cardiac surgery hospital, molecular typing, extended beta-lactamase spectrum, carbapenemase, 

hypervirulence.

Введение

Klebsiella pneumoniae (К. pneumoniae) является од-

ним из основных возбудителей инфекций, связан-

ных с оказанием медицинской помощи (ИСМП), 

во всем мире [8, 11, 32, 37]. В условиях стационара 

клебсиеллезная инфекция может быть следст вием 

эндогенного инфицирования, а также результа-

том попадания возбудителя из объектов боль-

ничной среды [8]. Известно, что предваритель-

ная колонизация желудочно-кишечного тракта 

бактериями K. pneumoniae способствует развитию 

эндогенной инфекции у пациентов в послеопе-

рационный период [27]. Пациенты, перенесшие 

операции на сердце, подвергаются повышенному 

риску развития ИСМП по сравнению с другими 

группами хирургических больных в связи с выра-

женной иммуносупрессией [12, 18].

Из-за высокой способности K. pneumoniae 

приобретать резистентность к антимикробным 

препаратам лечение инфекционных осложне-

ний представляет проблему для всех категорий 

больных [29, 33]. По мнению ряда авторов, про-

дукция бета-лактамаз расширенного спектра 
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(БЛРС) является основной причиной высокой 

смертности среди пациентов с инфекциями, 

вызванными K. pneumoniae [10, 32]. В качестве 

резервного варианта лечения пациентов с тяже-

лыми инфекциями в стационарах используют 

карбапенемы, что привело к появлению про-

дуцентов карбапенемо-гидролизующих лакта-

маз (карбапенемаз) как основного механизма 

резистентность к этой группе антибиотиков. 

Сегодня отмечается высокая распространен-

ность нозокомиальных штаммов K. pneumoniae, 

обладающих устойчивостью к карбапенемам 

и/или множественной лекарственной устойчи-

востью (МЛУ) как в России, так и за рубежом [3, 

10, 12, 27, 33].

Многочисленными исследованиями по-

казано, что МЛУ является характерным 

свойством штаммов клебсиелл, принадле-

жащих к эволюционной ветви классических 

K. pneumoniae, а способность вызывать тяжелые 

формы инфекций — штаммов, относящих-

ся к эволюционной ветви гипервирулентных 

K. pneumoniae [1]. Вирулентные свойства бакте-

рий K. pneumoniae связаны с наличием полиса-

хардной капсулы, фимбрий, систем эффлюкса 

и секреции VI типа, а также с продукцией си-

дерофоров и способностью утилизировать ал-

лантоин [27]. Гипервирулентный патотип воз-

будителя ассоциирован с несколькими геном-

ными кластерами и индивидуальными генами 

(iucABCD и iroBCDN, peg-344 и peg-589, rmpA 

и rmpA2), расположенными на плазмидах, на-

личие которых, как было показано, коррели-

рует с вирулентностью в моделях инфекции 

in vivo [37]. Установлена принадлежность гипер-

вирулентных штаммов K. pneumoniae к K1- и K2-

капсульным серологическим типам (K-типам), 

представители которых наиболее распростра-

нены в клинической практике и часто обладают 

гипермукоидным фенотипом [31]. Появление 

и распространение гипервирулентных и анти-

биотикорезистентных штаммов усугубило про-

блему, связанную с нозокомиальным инфици-

рованием K. pneumoniae [2, 19, 22, 23, 24, 36].

Комплексных исследований молекулярно-

генетических свойств K. pneumoniae с исполь-

зованием данных микробиологического мони-

торинга в кардиохирургических стационарах 

недостаточно. Ранее нами была изучена груп-

повая заболеваемость гнойно-септическими 

инфекциями клебсиеллезной этиологии паци-

ентов крупного кардиохирургического стацио-

нара [7]. Показано, что штаммы K. рneumoniaе 

были полирезистентными, и, в большинстве 

случаев, устойчивыми к карбапенемам. В этой 

работе представлены данные о молекулярно-

генетических свойствах штаммов K. pneumoniae, 

циркулирующих в кардиохирургическом ста-

ционаре г. Перми.

Цель исследования — провести молекуляр-

но-генетическую характеристику устойчиво-

сти к бета-лактамным антибиотикам культур 

K. pneumoniae, выделенных в условиях кардио-

хирургического стационара, выявить гиперви-

рулентные изоляты, а также оценить генетичес-

кое родство культур.

Материалы и методы

Объектами изучения служили 50 изолятов 

K. pneumoniae, выделенных из клинического ма-

териала (моча, кровь, мокрота, отделяемое раны 

и др.) пациентов, находившихся на лечении 

в кардиохирургическом стационаре г. Перми 

в период с июля 2021 г. по декабрь 2022 г. Для ана-

лиза полученных данных все изоляты были раз-

делены на 2 группы: первая группа — изоляты 

от пациентов, длительно (более 48 ч) находя-

щихся в ОАиР (n = 31), вторая группа — изоляты 

от пациентов, не прошедших ОАиР или нахо-

дящихся в ОАиР менее 48 ч (n = 19). Последние 

были обозначены как изоляты от пациентов кар-

диохирургических отделений (КХО): 18% (n = 9) 

из КХО № 1, 14% (n = 8) из КХО № 2, по 2% (n = 1) 

из КХО № 3 и КХО № 4. Из числа обследованных 

пациентов 28 человек имели клинические про-

явления гнойно-септических инфекций (острая 

инфекция), 22 изолята были отнесены к бессим-

птомному носительству (колонизации).

Бактериологические исследования были 

выполнены на автоматическом анализаторе 

«WalkAway-96Plus» (Beckman Coulter, США) с ис-

пользованием панели NBC 41. Чувствительность 

к антибиотикам изучали путем определения 

минимальных ингибирующих концентраций 

к тринадцати антимикробным препаратам. 

Культуры клебсиелл тестировали на чувстви-

тельность к бета-лактамам (ампициллин цефо-

таксим, цефтазидим, цефтриаксон, цефепим), 

включая ингибитор-защищенные бета-лакта-

мы (ампициллин/сульбактам, амоксициллин/

клавуланат) и карбапенемы (меропенем, ими-

пенем), аминогликазидам (гентамицин, ами-

кацин) и фторхинолонам (ципрофлоксацин, 

ле вофлоксацин). Результаты интерпретировали 

в соответствии с клиническими рекомендация-

ми «Определение чувствительности микро-

организмов к антимикробным препаратам» 

(EUCAST-2023, версия 13.0).

Продукцию БЛРС детектировали на бакте-

риологическом анализаторе «WalkAway-96Plus» 

(Beckman Coulter, США) с использованием 

панели NBC 41. Фенотип множественной ле-

карственной устойчивости (МЛУ) оценивали, 

как описано [26].

Для определения гипермукодного феноти-

па клебсиелл использовали стринг-тест [14]. 

Колонии выращивали на кровяном агаре при 
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температуре 37°С в течение 18–20 ч. Тест счи-

тали положительным, если слизь с колоний вы-

тягивалась бактериологической петлей на 5 мм 

с поверхности агара.

Для выделения ДНК петлю биомассы бактери-

альной культуры инокулировали в 100 мкл сверх-

чистой воды, прогревали при 97°С в твердотель-

ном термостате с таймером ТТ-2 «Термит» (Россия) 

15 мин, пробы охлаждали, центрифугировали 

5 мин при 13 тыс. об/мин. Супернатанты перено-

сили в чистые эппендорфы и хранили при –20°C.

Присутствие генов бета-лактамаз blaTEM, 

blaCTX-M, blaSHV, blaOXA, blaKPC, blaVIM-2, blaIMP-1, 

blaNDM-1, а также генов, ассоциированных с ги-

первирулентностью — prmpA, iucA, peg-344, wzyK2 

и magA, определяли методом ПЦР по конечной 

точке, используя праймеры (ООО «Cинтол», 

Москва, Россия) и протоколы, согласно реко-

мендациям авторов (табл. 1). Амплификацию 

проводили на термоциклере «DNA Engine Dyad 

Thermal Cycler» (Bio-Rad, США). Визуализацию 

полос и документирование данных осущест-

вляли с помощью системы гель-документации 

«Gel-Doc XR» (Bio-Rad, США).

Генетическое типирование культур осу-

ществляли в системе двойного контроля по-

средством rep-ПЦР с праймером М13 (5'-GAG

GGTGGCGGTTCT) и с праймерами ERIC1/

ERIC2 (5'-CACTTAGGGGTCCTCGAATGTA/

5'-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG), исполь-

Таблица 1. Праймеры для детекции генов бета-лактамаз, интегронов 1 класса (А) и генов 

вирулентности (Б)

Table 1. Primers for detection of beta-lactamase genes, class 1 integrons (A) and virulence genes (B)

А (A)

Ген

Gene
Праймер

Primer
Последовательность 5'-3'

Sequence 5'-3'
п.н.

bp
Источник

Reference

blaTEМ

TEM-C ATCAGCAATAAACCAGC
516

Aleisa, 2013

TEM-H CCCCGAAGAACGTTTTC

blaSHV

SHV-F AGGATTGACTGCCTTTTTG
392

SHV-R ATTTGCTGATTTCGCTCG

blaOXA

OXA-F ATATCTCTACTGTTGCATCTCC
619

OXA-R AAACCCTTCAAACCATCC

blaCTX-M

унив./universal
CTX-M-F CGCTTTGCGATGTGCAG

551 Ahmed, 2007
CTX-M-R ACCGCGATATCGTTGGT

blaVIM-2

VIM-2F ATGTTCAAACTTTTGAGTAGTAAG
801

Poirel et al., 2000
Senda et al., 1996

VIM-2R CTACTCAACGACTGAGCG

blaIMP

IMP1-F ACCGCAGCAGAGTCTTTGCC
587

IMP1-R ACAACCAGTTTTGCCTTACC

blaKPC

KPC-F TGTTGCTGAAGGAGTTGGGC
340

KPC-R ACGACGGCATAGTCATTTGC

blaNDM-1

NDM-F TAAAATACCTTGAGCGGGC
439

NDM-R AAATGGAAACTGGCGACC

Интегроны 1 класса

Class 1 integrons
5'CS GGCATCCAAGCAGCAAG

–* Lévesque, 1995
3'CS AAGCAGACTTGACCTGA

Б (B)

Ген

Gene
Праймер

Primer
Последовательность 5'-3'

Sequence 5'-3'
п.н.

bp
Источник

Reference

prmpA
prmpA-F GAGTAGTTAATAAATCAATAGCAAT

332

Russo et al., 2018

prmpA-R CAGTAGGCATTGCAGCA

iucA
iucA-1F AATCAATGGCTATTCCCGCTG

239
iucA-1R CGCTTCACTTCTTTCACTGACAGG

peg-344
peg344-2F AAAGGACAGAAAGCCAGTG 

411
peg344-2R CAATGACGAGGGGGATAATC

magA
magA-F GGTGCTCTTTACATCATTGC

1283 Nadasy et al., 2007
magA-R GCAATGGCCATTTGCGTTAG

wzyK2
wzyK2-F GACCCGATATTCATACTTGACAGAG

641 Turton et al., 2008
wzyK2-R CCTGAAGTAAAATCGTAAATAGATGGC

Примечание. * — продукт амплификации может быть представлен несколькими последовательностями разного размера.
Note. * — amplicons can be of different sizes.
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зуя соответствующие режимы реакций [20, 38]. 

Амплификацию, визуализацию полос и доку-

ментирование данных осуществляли аналогич-

но вышесказанному. Все воспроизводимые по-

лосы оценивались вручную и анализировались. 

Была создана матрица данных (0/1), которая 

в дальнейшем использовалась для построения 

дендрограммы с использованием метода иерар-

хической кластеризации (UPGMA — невзве-

шенный метод парных групп с арифметически-

ми средними) с программным обеспечением 

DARwin 6.0.

Статистическую обработку полученных 

данных проводили с использованием програм-

мы Statistica v.10. Для выявления статистиче-

ски значимых различий использовали χ2 (с по-

правкой Йейтса) или точный критерий Фишера 

(F-test). Для оценки значимости признака вы-

числяли отношение шансов (ОR) с определени-

ем 95%-ного доверительного интервала.

Результаты

Фенотипическая характеристика устойчи-

вости к антибиотикам изолятов K. pneumoniae. 

Проведенное исследование показало, что боль-

шинство культур K. pneumoniae имело значи-

тельный уровень резистентности к протести-

рованным антибиотикам. Все изоляты были 

устойчивы к ампициллину. К цефотаксиму, 

цефтазидиму, цефтриаксону, цефепиму, ампи-

циллину-сульбактаму оказались нечувстви-

тельными 90% изолятов, а к амоксициллину/

клавулановой кислоте — 84%. Кроме того, 88% 

изолятов проявляли устойчивость к ципро-

флоксацину и левофлоксацину, тогда как 76% 

были устойчивы к имипенему и меропенему. 

Самый низкий уровень резистентности был 

обнаружен для гентамицина (58%) и амикаци-

на (46%). Среди 50 изолятов K. pneumoniae фе-

нотип продукции БЛРС имели 90% культур. 

Большинство штаммов (88%) имели фенотип 

МЛУ. При распределении культур с учетом 

профиля отделения, оказалось, что встречае-

мость антибиотикорезистентных культур была 

выше в ОАиР (табл. 2). Так, шанс встретить 

в ОАиР изоляты, устойчивые к карбапенемам, 

был выше в 4,9 раз, к ципрофлоксацину — 

в 3,9 раз, к амикацину — в 2,6 раза, чем в кар-

диохирургических отделениях. Кроме того, 

K. pneumoniae, нечувствительные к амоксицил-

лину/клавуланату, а также карбапенемам, до-

стоверно чаще встречались в ОАиР, чем в КХО 

(F-test: р = 0,041 и р = 0,038 соответственно). 

МЛУ-изоляты, а также культуры с фенотипом 

БЛРС были равномерно распределены между 

выборками штаммов, изолированных от па-

циентов с клиническими проявлениями ин-

фекции и бессимп томным носительством. Тем 

не менее шанс выделить культуры с феноти-

пом БЛРС был выше у пациентов с клиничес-

кими проявлениями клебсиеллезной инфек-

ции (OR = 6,000).

Молекулярная характеристика устой-

чивости к бета-лактамным антибиотикам 

изолятов K. pneumoniae. Учитывая высокую 

устойчивость культур к бета-лактамным ан-

тибиотикам, предс тавляло интерес оценить 

встречаемость бета-лактамаз с наибольшей 

клинической значимостью. Все культуры со-

держали хотя бы один ген, детерминирую-

щий устойчивость к бета-лактамным анти-

биотикам, а 40% (n = 20) культур содержали 

5 и более генов резистентнос ти одновременно. 

Подавляющее большинство изолятов содер-

жали ген blaTEM (95,6% БЛРС-положительных 

изолятов, 96% всех культур). Детерминанты 

blaCTX-M, blaOXA и blaSHV в различных комби-

нациях были детектированы в 91,1/82% (n = 

41), 75,6/68% (n = 34) и 42,2/40% (n = 19) слу-

чаев соответственно. Анализ разнообразия 

генов БЛРС показал, что большинство БЛРС-

положительных изолятов K. pneumoniae (91,1%) 

чаще содержали комбинации двух и более ге-

нов. Наиболее распространенной была комби-

нация blaCTX-M+blaTEM+blaOXA, встречающаяся, 

в том числе с другими генами, у 40% (n = 18). 

Необходимо отметить, что все фенотипиче-

ски БЛРС-негативные культуры содержали 

только фрагменты blaTEM и в одном случае — 

комбинацию blaTEM+blaSHV. Детерминанты 

blaVIM-2 и blaNDM-1 встречались в 68,9/62% (n = 

31) и 42,2/38% (n = 19) случаев соответственно. 

Комбинацию генов blaVIM-2+blaNDM-1 содержали 

37,8/34% (n = 17) изолятов. Ген blaKPC был де-

тектирован только у трех изолятов (№ 5, 6, 20), 

имеющих идентичные генетические профили 

(см. ниже). Ни один изолят не имел ген blaIMP-1. 

Все индивидуальные комбинации генов бета-

лактамаз представлены в табл. 3.

В целом распространенность генов бета-лак-

тамаз (за исключением blaSHV) была выше в изо-

лятах группы «ОАиР». Так, шанс детектировать 

в данной субпопуляции K. pneumoniae карбапе-

немазу blaNDM-1 был в 3,5 раз, а blaVIM-2 — в 2,7 раз 

выше, чем среди культур из хирургических отде-

лений. Стоит отметить, что K. pneumoniae, проду-

цирующие бета-лактамазу KPC, были выделены 

только от пациентов с признаками инфекции, 

кроме того, в данной группе достоверно чаще 

встречались продуценты металло-бета-лакта-

мазы NDM-1 (53,6% vs 18,2%: р = 0,02, F-тест).

Интегроны 1 класса с молекулярной массой 

от 800 до 2500 п.н. были выявлены у 32 изолятов 

(64%). Интегроны достоверно чаще детектиро-

вали в группе карбапенеморезистентных куль-

тур, чем у чувствительных изолятов (81,6% vs 

8,3%, р < 0,01; F-тест).
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Характеристика гипервирулентного феноти-

па и генотипа изолятов K. pneumoniae. Иссле-

дуемые культуры протестировали на присут-

ствие 3 генов, являющихся маркерами гипер-

вирулентного патотипа, а также идентифи-

цировали тип капсулы. Согласно результатам 

стринг-теста, гипермукоидный фенотип имели 

всего 8% (n = 4) изолятов K. pneumoniae (табл. 4). 

Хотя бы один ген гипервирулентности был де-

тектирован у большинства (n = 27) изолятов. 

Наиболее распространенным оказался ген-

маркер iucA, амплифицированный у 54% (n = 

27) K. pneumoniae, prmpA детектировали у 38% 

(n = 19) культур. Лишь у 10% (n = 5) изолятов 

была обнаружена комбинация трех генов-мар-

керов гипервирулентности prmpA+iucA+peg-344, 

причем именно эти культуры были положитель-

ными в стринг-тесте. Результаты генетичес кого 

анализа показали, что 4% (n = 2) культур содер-

жали ген magA, 44% (n = 22) — ген wzyK2, детер-

минирующие капсулы типа К1 и К2 соответ-

ственно, прочие изоляты имели капсулы иного 

типа, не определяемые в данном исследовании. 

Все индивидуальные комбинации генов, ассо-

циированных с гипервирулентностью и капсу-

лообразованием, предс тавлены в табл. 4.

Гипермукоидный фенотип имели толь-

ко чувствительные к карбапенемам культуры 

K. pneumoniae, их распространенность в дан-

ной группе составила 18,2% (4 из 22). Культуры, 

имеющие капсульный тип К1, также были де-

Таблица 2. Распространенность устойчивости к антибиотикам среди изолятов K. pneumoniae (n = 50)

Table 2. Prevalence of antibiotic resistance among K. pneumoniae isolates (n = 50)

Антибиотик

Antibiotic

Количество изолятов, n (%) | Number of isolates, n (%)
Отношение 
шансов (OR)

Odds ratio
Общее (n = 50)

General (n = 50)

ОАиР (n = 31)

Department of anesthesiology 
and reanimation (n = 31)

Хирургические 
отделения (n = 19)

Cardiac surgery 
department (n = 19)

Ампициллин/Ampicillin 50 (100,0) 31 (100) 19 (100) –

Цефотаксим/Cefotaxime

45 (90,0) 29 (93,5) 16 (84,2) 2,7
Цефтазидим/Ceftazidime

Цефтриаксон/Ceftriaxone

Цефепим/Сefepime

Меропенем/Meropenem
38 (76,0) 27 (87,1)* 11 (57,9) 4,9

Имипенем/Imipenem

Ампициллин/сульбактам

Ampicillin/sulbactam
45 (90,0) 29 (93,5) 16 (84,2) 2,7

Амоксициллин/клавуланат

Amoxicillin/clavulanate
42 (84,0) 29 (93,5)* 13 (68,4) 6,6

Ципрофлоксацин/Ciprofloxacin
44 (88,0) 29 (93,5) 15 (78,9) 3,8

Левофлоксацин/Levofloxacin

Амикацин/Amikacin 23 (46,0) 17 (54,3) 6 (31,6) 2,6

Гентамицин/Gentamicin 29 (58,0) 20 (64,5) 9 (47,4) 2,0

Фенотип БЛРС/ESBL phenotype 45 (90,0) 29 (93,5) 16 (84,2) 2,7

Фенотип МЛУ/MDR phenotype 44 (88,0) 29 (93,5) 15 (78,9) 3,8

Примечание. * — встречаемость в выборке достоверно выше (р < 0,01, F-тест).
Note. * — sample occurrence is significantly higher (p < 0.01, F-test).

Таблица 3. Встречаемость индивидуальных 

комбинаций генов, кодирующих БЛРС 

и карбапенемазы, среди изолятов K. pneumoniae

Table 3. Rate of individual combinations of ESBL- 
and carbapenemase-encoding genes among 
K. pneumoniae isolates

БЛРС-генотип

ESBL genotype

n (% от БЛРС/
% от всех изолятов)

n (% of ESBL/% of all 
isolates)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA 8 (17,8/16,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA+blaSHV+
blaVIM-2+blaNDM-1

7 (15,6/14,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA+blaVIM-2+blaNDM-1 5 (11,1/10,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA+blaSHV+blaVIM-2 5 (11,1/10,0)

blaTEM 4 (8,9/8,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA+blaVIM-2 3 (6,7/6,0)

blaTEM+blaKPC+blaVIM-2 3 (6,76,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaSHV+blaVIM-2+blaNDM-1 3 (6,76,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaVIM-2+blaNDM-1 2 (4,4/4,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA+blaNDM-1 2 (4,4/4,0)

blaTEM+blaCTX-М+blaOXA+blaSHV 2 (4,4/4,0)

blaCTX-М+blaOXA+blaSHV+blaVIM-2 2 (4,4/4,0)

blaTEM+blaCTX-М 2 (4,4/4,0)

blaTEM+blaSHV 1 (2,2/2,0)

blaTEM+blaVIM-2 1 (2,2/2,0)
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тектированы только в группе чувствительных 

к карбапенемам, тогда как тип К2 был наиболее 

распространен среди устойчивых к карбапене-

мам K. pneumoniae (р = 0,04; F-тест).

Интересно, что представленность детерми-

нант гипервирулентности оказалась ниже в изо-

лятах группы «ОАиР», чем в хирургических от-

делениях, а K. pneumoniae, имеющие мукоидный 

фенотип, встречались только у пациентов хи-

рургических отделений КХО № 1 и КХО № 2 

(табл. 5). Кроме того, стоит отметить, что шанс 

встретить изоляты с гипермукоидным феноти-

пом у пациентов с клиническими проявлениями 

инфекции был в 2,5 раза выше, чем без признаков 

таковой (OR = 2,520). K. pneumoniae, содержащие 

детерминанты гипервирулентнос ти prmpA и iucA, 

встречались соответственно в 2,3 раза (46,4% vs 

27,3%; OR = 2,311) и в 2,6 раз (64,3% vs 40,9%; OR = 

2,600) чаще в группе с признаками инфекции 

(однако разница не была достоверной).

Молекулярно-генетическое типирование изо-

лятов K. pneumoniae. Проведенное молекулярное 

типирование показало, что 76% изолятов (n = 38) 

имели индивидуальные RAPD/ERIC-профили, 

а 24% культур (n = 12) распределились в 4 геномо-

группы идентичных изолятов (I — изоляты; II — 

48 и 49; III — 11, 23 и 47; IV — 12 и 17). На дендро-

грамме UPGMA генетического сходства на осно-

ве повторяющихся ERIC-последовательностей 

50 изолятов распределились в 2 основных клас-

тера: кластер A (n = 23) и кластер Б (n = 26) (рис., 

III обложка). Первый кластер может быть разде-

лен на 2 подкластера — 1А (№ 43, 9, 50, 10, 8, 20, 5, 

6, 25, 21, 14, 15, 4, 18, 13) и 2А (№ 39, 35, 40, 26, 45, 

37, 48, 49), каждый из которых включал несколь-

ко клональных линий, а один изолят (№ 36) 

имел уникальный профиль. Кластер Б также 

включал два подкластера: 1Б (№ 38, 27, 44, 30, 41, 

42, 32, 31, 33, 47, 23, 11, 29, 16, 24, 2, 1) и 2Б (№ 46, 

22, 34, 28, 7, 3, 17, 12, 19) с разной степенью сход-

ства изолятов. Коэффициент несходства между 

изолятами в пределах одной клональной линии 

колебался от 0,00 до 0,20 (например, между изо-

лятами № 43, 9, 50, 10, 8), что указывает на то, что 

изоляты принадлежали к одной линии и были 

близкородственными.

Сравнение чувствительность к антибакте-

риальным препаратам изолятов двух кластеров 

не выявило существенного различия между 

Таблица 4. Встречаемость 

индивидуальных комбинаций генов, 

ассоциированных с гипервирулентностью 

и капсулообразованием, среди изолятов 

K. pneumoniae

Table 4. The occurrence of individual combinations 
for hypervirulence- and capsule formation-associated 
genes among K. pneumoniae isolates

Генотип гипервирулентности

Hypervirulence genotype
n (%)

prmpA+iucA 4 (8,0)

wzyK2 11 (22,0)

wzyK2+prmpA+iucA 10 (20,0)

iucA 8 (16,0)

prmpA+iucA+peg-344 2 (4,0)

magA+prmpA+iucA+peg-344 2 (4,0)

wzyK2+prmpA+iucA+peg-344 1 (2,0)

Гипермукоидный фенотип

Hypermucoviscous phenotype 
4 (8,0)

Таблица 5. Распространенность генов и капсул, ассоциированных с гипервирулентностью, среди 

изолятов K. pneumoniae в зависимости от профиля отделения

Table 5. The prevalence of hypervirulence- and capsule formation-associated genes among K. pneumoniae isolates 
related to department specialization

Характеристика 
гипервирулентности

Characterization 
of hypervirulence

Количество изолятов, n (%)

Number of isolates, n (%) Отношение 
шансов (OR)

Odds ratio
ОАиР (n = 31)

Department of anesthesiology 
and reanimation (n = 31)

Хирургические отделения (n = 19)

Cardiac surgery department (n = 19)

prmpA 9 (29) 10 (52) 2,3

iucA 16 (51,6) 11 (57,9) 2,6

peg-344 1 (3,2) 4 (21,1) 8,0

prmpA+iucA+peg-344 1 (3,2) 4 (21,1) 8,0

Капсула типа К1

K1 type capsule
1 (3,2) 1 (5,3) –

Капсула типа К2

K2 type capsule
12 (38,7) 10 (52,6) 1,7

Гипермукоидный фенотип

Hypermucoviscous phenotype 
0 4 (21,1)* –

Примечание. * — встречаемость в выборке достоверно выше (р < 0,01, F-тест).
Note. * — sample occurrence is significantly higher (p < 0.01, F-test).
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ними, при этом культуры, содержащие blaKPC 

встречались только в кластере А, и достоверно 

чаще в этой группе встречались гены blaVIM-2 

(р = 0,016; F-тест) и blaSHV (р = 0,004; F-тест). 

Шанс встретить изоляты с гипервирулентным 

генотипом (prmpA+iucA+peg-344), напротив, 

был в 4 раза выше в кластере Б.

Следует отметить, что изоляты, отнесенные 

к кластеру А, встречались во всех отделени-

ях, тогда как культуры кластера Б не встреча-

лись в отделениях кардиохирургии № 3 и № 4. 

К кластеру Б принадлежали 61,5% (n = 16) всех 

культур, выделенных от пациентов отделения 

реанимации.

Обсуждение

K. pneumoniae — распространенный грамот-

рицательный условно-патогенный микроорга-

низм, вызывающий различные формы ИСМП, 

в том числе септицемию, пневмонию, инфекции 

мочевыводящих путей, менингит и абсцессы 

различной локализации [32]. Многочисленными 

исследованиями показано, что множествен-

ная антибиотикорезистентность является ха-

рактерным свойством современных штаммов 

K. pneumoniae, и, наряду с другими возбудите-

лями c высокой устойчивостью к используемым 

в клинике антибиотикам, отнесена центром 

США по контролю и профилактике заболева-

ний (CDC) к критически важным ESKAPE-

патогенам [30]. Рост устойчивости к противоми-

кробным препаратам у представителей гипер-

вирулентного патотипа K. pneumoniae дик тует 

необходимость оптимизации инфекционного 

контроля и усовершенствование лабораторной 

диагностики нозокомиальных инфекций, что 

предполагает использование современных и ра-

циональных подходов и методов при проведе-

нии микробиологического мониторинга. Этот 

аспект имеет существенное значение в кардио-

хирургических стационарах, так как лечение 

инфекций у высокоиммунокомпрометирован-

ных пациентов является чрезвычайно сложной 

задачей [31]. Ранее нами были получены резуль-

таты, указывающие на возможность концентри-

рования/персиcтирования в кардиохирургичес-

ком стационаре штаммов K. pneumoniae с мно-

жественной резистентностью к антибиотикам, 

в том числе экстремально резистентных и пан-

резистентных бактерий [7]. Продолжением ра-

боты явилось настоящее исследование, в ко-

тором у собранной в течение года в кардиохи-

рургическом стационаре коллекции культур 

K. pneumoniae были изучены маркеры гиперви-

рулентного патотипа, идентифицирован тип 

капсулы, оценена распространенность и доми-

нирующие типы лактамаз, а также определена 

родственность изолятов.

Среди энтеробактерий клинически значи-

мыми бета-лактамазами являются ферменты 

следующих молекулярных классов по Ambler: 

класса А (типы SHV, TEM, CTX-M, PER, KPС, 

GES), класса B (типы IMP, VIM, NDM, GIM, 

SIM), С (типы CMY, FOX, MOX, DHA) и D (тип 

OXA). Gorrie C.L. и соавт. (2022) показали более 

высокую частоту внутрибольничного инфи-

цирования БЛРС-положительными штам-

мами K. pneumoniae по сравнению с БЛРС-

отрицательными [17]. В нашем исследовании 

фенотип БЛРС имели 90% изученных культур, 

что может косвенно свидетельствовать о зак-

реплении и персистировании данных бакте-

рий в условиях кардиохирургического стацио-

нара. Штаммы клебсиелл, продуцирующие 

карбапенемазы, часто связаны с внутриболь-

ничными инфекциями и вспышечной заболе-

ваемостью [10, 12, 19]. Инфекции, вызванные 

продуцирующими карбапенемазы и/или поли-

резистентными K. pneumoniae, существенно ос-

ложняют лечение и ассоциируются с высокой 

смертностью пациентов кардиохирургических 

стационаров [3, 15, 31]. Карбапенемоустойчивые 

изоляты, выделенные от пациентов кардиохи-

рургического стационара г. Перми, составили 

почти 76% всех культур. Устойчивость была 

опосредована продукцией металло-бета-лак-

тамаз типов VIM и NDM, а также лактамазой 

KPС. Следует отметить, что доля карбапено-

моустойчивых изолятов, содержащих blaVIM-2, 

blaNDM-1 и blaKPC составила 81,6% (31 из 38), 50% 

(19 из 38) и 7,9% (3 из 38). Согласно Lombardi 

и соавт. (2015) распространенность карбапене-

моустойчивых изолятов K. pneumoniae в кардио-

хирургическом отделении стационара г. Сан-

Данато-Миланезе (Италия), составила 35% [25]. 

Интересно, что устойчивость культур чаще 

была связана с продукцией blaKPC (90,8%), тогда 

как встречаемость blaVIM-2 составила лишь 9,2%. 

Нозокомиальные штаммы K. pneumoniae, проду-

цирующие карбапенемазы NDM-типа, активно 

выделяются в стационарах России [3, 4]. Так, 

среди изолятов K. pneumoniae, циркулирую щих 

в стационарах Санкт-Петербурга, частота рас-

пространения продукции карбапенемаз дости-

гала 9,2%, при этом чаще всего обнаруживали 

NDM-тип карбапенемазы [4]. Следует отме-

тить, что продуценты карбапенемаз IMP типа 

в нашем исследовании не были детектированы. 

Известно, что гены бета-лактамаз/карбапене-

маз K. pneumoniae часто переносятся в соста-

ве интегронов [5]. По данным Ou Qin и соавт. 

(2017), интегроны I класса были обнаружены 

у 77,8% карбапеноморезистентных штаммов 

K. pneumoniae [35]. В нашем исследовании интег-

роны I класса достоверно чаще детектировали 

в группе устойчивых к карбапенемам культур, 

чем у чувствительных изолятов.
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На современном этапе отмечается гло-

бальное распространение гипервирулентной 

K. pneumoniae. Если ранее случаи инфицирова-

ния такими штаммами были описаны только 

у здоровых людей вне стационаров, то сегод-

ня они все чаще становятся ответственными 

за внутрибольничные инфекции [24, 36, 37]. 

Для оценки вирулентности клебсиелл исполь-

зуют экспериментальную инфекционную мо-

дель на мышах или морфологический стринг-

тест, позволяющий выявить гипермукоидный 

фенотип. Первый вариант является трудоем-

ким и сложно воспроизводимым в условиях 

практических клинических лабораторий, вто-

рой — достаточно простой в исполнении тест, 

однако корреляция этого признака с гипер-

вирулентностью составляет не более 90% [1]. 

Гипервирулентность бактерий K. pneumoniae 

опосредована генами на большой плазми-

де вирулентности или внутри хромосомных 

островков патогенности [36]. Известно не-

сколько генов, которые, продемонстрировали 

диагностическую точность > 0,95 для иден-

тификации гипервирулентных штаммов: iucA 

(участвует в биосинтезе сидерофора аэробак-

тина), переносимый плазмидой ген prmpA (ас-

социируется с гипермукоидным фенотипом 

клебсиелл), peg-344 (предполагаемый пере-

носчик) [37]. Кроме того, значительный вклад 

в вирулентность K. pneumoniae вносит капсула, 

поскольку культуры серотипов К1 и К2 более 

устойчивы к фагоцитозу, чем штаммы не K1/

K2 [39]. Хромосомный ген magA (ассоцииро-

ван с вязкостью слизи) и ген wzyK2 (кодирует 

поверхностный белок, участвующий в сборке 

капсулы на наружной мембране клетки) ча-

сто детектируют у представителей серотипов 

K1 и K2 соответственно. В данной работе мы 

оценили выделенные в кардиохирургическом 

стационаре изоляты на наличие этих генов, 

маркирующих гипервирулентный патотип 

(prmpA, iucA, peg-344 и magA, wzyK2). Ген rmpA 

был выявлен у 19 (38%) культур, что оказалось 

несколько неожиданным, поскольку гиперму-

коидным фенотипом обладали только 5 (10%) 

изолятов. В исследованиях Семеновой и со-

авт. (2020) показано, что гипервирулентными 

оказались 11,4% нозокомиальных штаммов 

K. pneumoniae, но необходимо отметить, что 

авторы считали гипервирулентными только 

штаммы, положительные в фенотипическом 

тесте и rmpA+ [6]. Исследования Russo и со-

авт. (2018) выявили наибольшую значимость 

продукции аэробактина для проявления ви-

рулентных свойств, и на основании этих дан-

ных авторы сделали вывод, что наличие двух 

генов, iucA и rmpA, является достаточным для 

формирования гипервирулентного феноти-

па [37]. В нашем исследовании почти треть 

(28%) изученных изолятов содержала комби-

нацию генов rmpA и iucA, при этом выделяли их 

чаще в группе пациентов с активной инфекци-

ей. Следует отметить, что 48% культур имели 

капсулы типа К1/К2, которые, по некоторым 

данным, играют более важную роль в опреде-

лении гипервирулентности K. pneumoniae, чем 

rmpA [14, 40]. Таким образом, молекулярно-ге-

нетическая характеристика исследуемых изо-

лятов показала, что они обладали гетероген-

ным набором детерминант, ассоциированных 

с гипервирулетностью. В нашем исследовании 

гипермукоидный фенотип, капсульный тип 

К1 и комбинацию генов prmpA, iucA, peg-344 

имели только чувствительные к карбапенемам 

культуры, а капсульный тип К2 был наиболее 

распространен среди устойчивых к карбапене-

мам K. pneumoniae.

Молекулярные методы широко используют-

ся для субвидового типирования и определения 

родства (клональности) выделенных изолятов 

микроорганизмов, что особенно важно при 

проведении микробиологического мониторин-

га. Ряд rep-ПЦР реакций [20, 38], основанных 

на амплификации повторяющихся последо-

вательностей, являются оптимальными для 

быстрой оценки локальной эпидемиологичес-

кой ситуации в медицинских организациях. 

При дифференцировке нозокомиальных изоля-

тов K. pneumoniae показана высокая разрешаю-

щая способность метода ERIC-ПЦР, который 

оказался даже более надежным по сравнению 

с MALDI-ToF [21, 34]. В случае длительного 

мониторинга и накопления большого количе-

ства образцов из разных источников для опре-

деления сходства изолятов обычно используют 

более одного маркера генетического типирова-

ния [28]. Методы ERIC-ПЦР и rep-ПЦР с прай-

мером М13 (в качестве арбитражного) были 

успешно задействованы для оценки распро-

страненности циркулирующих в российских 

стационарах штаммов E. coli и K. pneumoniae, 

продуцирующих бета-лактамазы CTX-типа [13]. 

В нашем исследовании на основании типи-

рования с праймерами ERIC и М13 выявлено, 

что 76% культур K. pneumoniae имели индиви-

дуальные профили. Все культуры распредели-

лись в 2 основных кластера, каждый из которых 

включал несколько клональных линий с разной 

степенью сходства изолятов. Эти результаты со-

гласуются с данными ряда исследований, в ко-

торых представлено высокое генетическое раз-

нообразие K. pneumoniae, изолированных от па-

циентов стационаров [39]. При этом в условиях 

госпитальной среды часто определяют клональ-

ную популяционную структуру изолятов. Так, 

исследование изолятов K. pneumoniae, полу-

ченных от пациентов с COVID-19, находящих-

ся в отделении интенсивной терапии специа-
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лизированного госпиталя в Иране, показало, 

что 44,2% из них имеют генетическое сходство 

и могут быть объединены в три основных кла-

стера, между которыми выявлена значительная 

разница в отношении устойчивости к противо-

микробным препаратам [16]. В нашей работе мы 

также наблюдали некоторую разницу в отноше-

нии устойчивости к антибиотикам между кла-

стерами А и Б. Штаммы одного кластера в целом 

были более устойчивыми ко всем протестиро-

ванным антибиотикам (100% фенотип МЛУ), 

достоверно чаще были резистентны к амика-

цину, тогда как представители кластера Б чаще 

были носителями гена peg-344 и гипермукоид-

ного фенотипа.

Выводы

В данном исследовании представлена мик-

робиологическая и молекулярно-генетическая 

характеристика изолятов K. pneumoniae, цирку-

лирующих в кардиохирургическом стационаре. 

Возбудители имели гетерогенные генетические 

профили, были в большинстве случаев мульти-

резистентными, продуцировали БЛРС и карба-

пенемазы различных типов. Среди определенных 

бета-лактамаз наиболее широко были распро-

странены ферменты СТХ-М, VIM-2 и NDM-1, 

что определяется их эффективной передачей 

с различными мобильными генетическими эле-

ментами. Обнаружены изоляты с гипермукоид-

ным фенотипом. Потенциально патогенные 

культуры, содержащие комбинацию генов rmpA 

и iucA, составили почти 30% и встречались чаще 

в группе пациентов с активной инфекцией.

Таким образом, полученные нами результаты 

по целому ряду позиций совпадают с общеми-

ровыми и российскими наблюдениями, харак-

теризующими распространенность и уровень 

антибиотикочувствительнос ти K. pneumoniae, 

выделенной при нозокомиальной инфекции па-

циентов хирургических стационаров. Следует 

отметить факт обнаружения близкородствен-

ных изолятов одного кластера у пациентов 

разных отделений кардиохирургичес кого ста-

ционара, что указывает на возможную цирку-

ляцию возбудителя в замкнутом контуре «от-

деление–ОАиР–отделение». Учитывая, что 

в России комплексное исследование цирку-

лирующих в кардиохирургическом стациона-

ре изолятов K. pneumoniae проведено впервые, 

а также ограниченные данные по этому вопро-

су в иностранной литературе, необходим даль-

нейший анализ результатов с учетом оценки 

длительности циркуляции культур, определе-

ния источника и эпидемиологических цепочек 

для более полной характеристики эпидемиоло-

гического процесса.
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Иллюстрация к статье «Микробиологическая и молекулярно-генетическая характеристика 
изолятов Klebsiella pneumoniae, выделенных в условиях кардиохирургического стационара» 
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Illustration for the article “Microbiological and molecular genetic characteristics of Klebsiella pneumoniae isolates, 
extracted under conditions of cardiac surgery hospital” (authors: Kuznetsova M.V., Sergevnin V.I., Mihailovskaya V.S., 
Kudryavtseva L.G., Pegyshina О.G.) (pp. 103–114)

Рисунок. Дендрограмма, характеризующая филогенетические взаимоотношения изученных 
штаммов K. pneumoniae
Figure. Dendrogram of phylogenetic relations for the studied K. pneumoniae strains
Примечание. Шкала отражает процент сходства паттернов ERIC-типирования (n = 50). Цвета показывают тип отделения: 
черный — общая реанимация, красный — кардиохирургическое отделение № 1, синий — кардиохирургическое 
отделение № 2, оранжевый — кардиохирургическое отделение № 3, зеленый — палата интенсивной терапии 
кардиохирургического отделения № 4, фиолетовый — кардиохирургическое отделение № 4.
Note. The scale reflects the percent of similarity of ERIC-typing patterns (n = 50). The type of department is color coded:  
black — common intensive care unit, red — cardiac surgery department No. 1, blue — cardiac surgery department No. 2, 
orange — cardiac surgery department No. 3, green — intensive care unit of cardiac surgery department No. 4, purple — cardiac 
surgery department No. 4.
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