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Изучение антибиотикорезистентности гипервирулентных штаммов 
Klebsiella pneumoniae, выделенных у пациентов перинатальных центров 
различных регионов Российской Федерации

Припутневич Т.В.1,2, Нечаева О.В.1,2, Бембеева Б.О.1,3, Гордеев А.Б.1, Кузнецова В.А.1, Скоробогатый А.В.1, 
Изюмов Р.В.1

1	 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии им. акад. В.И. Кулакова» Минздрава 
России, Москва, Россия

2	 ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» Минздрава России, Москва, Россия
3	 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет им. Н.И. Пирогова» Минздрава России, Москва, Россия

Цель. Изучить генетические детерминанты резистентности и вирулентности штаммов K. pneumoniae, 
поступивших в референс-центр по предупреждению распространения биологических угроз ФГБУ 
«НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова» Минздрава России.
Материалы и методы. В исследование включены 153 штамма Klebsiella pneumoniae, выделен-
ные из биологического материала беременных женщин и новорожденных детей, находящихся в 
Перинатальных центрах различных регионов Российской Федерации с инфекционно-воспалитель-
ными заболеваниями и поступившие в коллекцию условно-патогенных микроорганизмов рефе-
ренс-центра в 2023 г. Для всех штаммов определяли минимальную подавляющую концентрацию 
(МПК) к основным антимикробным препаратам (АМП) методом микроразведений в бульоне и по-
лучали полногеномные данные с помощью технологии высокопроизводительного секвенирования. 
Проведен биоинформатический анализ полногеномных данных: сборка геномов, мультилокусное 
сиквенс-типирование (MLST), типирование штаммов по капсульным и липополисахаридным локусам, 
поиск генов резистентности и вирулентности. Штаммы, в геноме которых сочетались пять (iucA, 
rmpA2, rmpA, peg344, terB) и более генов вирулентности, были условно отнесены к гипервирулент-
ным. Гипермукоидный фенотип у гипервирулентных штаммов выявлялся с помощью стринг-теста.
Результаты. У всех 153 штаммов K. pneumoniae выполнен поиск генов вирулентности. Гены виру-
лентности, ассоциированные с гипервирулентным фенотипом, не были обнаружены у 30 штаммов 
(19,6%) K. pneumoniae. У 18 штаммов (11,8%) в геноме сочетались пять и более генов вирулент-
ности, они отнесены к гипервирулентным. У остальных штаммов количество генов вирулентности 
варьировалось от 1 до 4. Определены сиквенс-типы штаммов с разными комбинациями генов ви-
рулентности. Для гипервирулентных штаммов K. pneumoniae проведено капсульное типирование, 
определен спектр устойчивости к основным АМП, выявлены гены резистентности к антимикробным 
препаратам десяти различных групп, у пяти штаммов выявлен гипермукоидный фенотип.
Выводы. Обнаружение у пациентов Перинатальных центров гипервирулентных штаммов K. pneu­
moniae с множественной лекарственной устойчивостью, в большинстве своем относящихся к кло-
нам высокого эпидемического риска, свидетельствует о нарастающей биологической угрозе, свя-
занной прежде всего с горизонтальным переносом плазмид с детерминантами резистентности и 
вирулентности, что обуславливает сложность терапии заболеваний, вызванных такими бактериями.

А study of antibiotic resistance of hypervirulent Klebsiella pneumoniae 
strains isolated from patients of perinatal centers in various regions 
of the Russian Federation

Priputnevich T.V.1,2, Nechaeva O.V.1,2, Bembeeva B.O.1,3, Gordeev A.B.1, Kuznetsova V.A.1, Skorobogatiy A.V.1, 
Izyumov R.V.1

1	 National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology named after academician V.I. Kulakov, Moscow, Russia
2	Russian Medical Academy of Continuing Professional Education, Moscow, Russia
3	Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russia

Contacts:
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Objective. To study genetic determinants of resistance and virulence of K. pneumoniae strains received by 
the reference center for the prevention of the spread of biological threats of the National Medical Research 
Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology named after Academician V.I. Kulakov of Ministry of 
Healthcare of Russian Federation.
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Materials and methods. The study included 153 strains of Klebsiella pneumoniae isolated from the biological 
material of pregnant women and newborns in Perinatal centers in various regions of the Russian Federation 
with infectious and inflammatory diseases and included in the collection of opportunistic microorganisms 
of the reference center in 2023. For all strains, minimum inhibitory concentrations (MIC) to the main 
antimicrobials were determined by broth microdilution tests and whole-genome data were obtained 
using high-throughput sequencing technology. Bioinformatic analysis of whole-genome data, including 
genome assembly, multilocus sequence typing (MLST), strain typing by capsule and lipopolysaccharide 
loci, detection of the resistance and virulence genes, was performed. Strains with five (iucA, rmpA2, 
rmpA, peg344, terB) and more virulence genes combined in their genome were conditionally classified as 
hypervirulent. The hypermucoid phenotype in hypervirulent strains was detected using a string test.
Results. All 153 strains of K. pneumoniae were searched for virulence genes. Virulence genes associated 
with the hypervirulent phenotype were not detected in 30 strains (19.6%) of K. pneumoniae. In 18 strains 
(11.8%), five or more virulence genes were combined in the genome, they were classified as hypervirulent. 
The remaining strains had a number of virulence genes ranging from 1 to 4. Sequence types of strains with 
different combinations of virulence genes were determined. For hypervirulent strains of K. pneumoniae 
capsule typing was performed, the spectrum of resistance to the main antimicrobials was determined, 
resistance genes of ten different groups were identified, and hypermucoid phenotype was detected in five 
strains.
Conclusions. The detection of multidrug-resistant hypervirulent K. pneumoniae strains in patients of 
Perinatal Centers, most of which belong to clones of high epidemic risk, indicates an increasing biological 
threat associated primarily with the horizontal transfer of plasmids with determinants of resistance and 
virulence, which makes it difficult to treat diseases caused by such bacteria.

Key words: Klebsiella pneumoniae, 
antibiotic resistance, virulence, 
perinatal center, whole genome 
sequencing.
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Введение

Klebsiella pneumoniae – условно-патогенные бакте-
рии, относящиеся к группе ESKAPE-патогенов, клиниче-
ская значимость которых в последнее время неуклонно 
растет. K. pneumoniae могут вызывать инфекционные за-
болевания различной локализации: пневмонии, инфек-
ции мочевыводящих путей и кровотока, инфекции, свя-
занные с оказанием медицинской помощи (ИСМП), при 
этом группу риска составляют иммунокомпрометирован-
ные лица, длительно находящиеся в условиях стационара 
[1]. В возникновении ИСМП ведущая роль принадлежит 
классическому варианту K. pneumoniae (cKp), штаммы 
которого часто характеризуются множественной лекар-
ственной устойчивостью (MDR-Кр) [2]. Особую озабо-
ченность вызывает рост числа штаммов K. pneumoniae, 
вырабатывающих бета-лактамазы расширенного спек-
тра (БЛРС) и карбапенемазы, что послужило основа-
нием для включения их Всемирной организацией здра-
воохранения (ВОЗ) в группу приоритетных патогенов 
[3–5]. Вместе с другими устойчивыми к карбапенемам 
и цефалоспоринам третьего поколения энтеробактери-
ями K. pneumoniae занимают верхнюю строчку списка 
и относятся к группе критического риска, представляя 
наибольшую угрозу для здравоохранения из-за их вы-
сокой контагиозности, ограниченных возможностей ле-
чения, высоких показателей смертности и заболеваемо-
сти и серьезного экономического ущерба, связанного с 
использованием более дорогостоящих антимикробных 
препаратов (АМП).

В настоящее время особую клиническую значимость 
приобрели штаммы гипервирулентной K. pneumoniae 

(hvKp), с которыми ассоциированы инвазивные инфек-
ции, как правило, возникающие у изначально здоровых 
людей любого возраста: абсцесс печени, эндофтальмит, 
эмфизематозный гастрит, инфекции центральной нерв-
ной системы, при этом могут поражаться несколько ор-
ганов, а летальность может достигать 55% [6–8].

На данный момент отсутствуют однозначные и об-
щепринятые критерии, определяющие принадлежность 
штаммов K. pneumoniae к гипервирулентным, однако 
чаще всего hvKp ассоциированы с определенными гене-
тическими маркерами плазмидной локализации [9, 10]. 
Так, гены rmpA и rmpA2 детерминируют синтез полиса-
харидной капсулы, при этом у hvKp нередко встреча-
ется гипермукоидный фенотип, который определяется в 
стринг-тесте [11]. Капсула K. pneumoniae обеспечивает 
высокую вирулентность путем формирования устойчиво-
сти к антибактериальным пептидам (например, к β-де-
фенсинам, лактоферрину), блокируя их проникновение 
к внешней мембране бактерий и подавляя бактерицид-
ную активность, а также защищает клетки от факторов 
иммунной защиты макроорганизма.

Вязкость капсульной слизи у hvKp определяет ген 
magA, а ген wzy детерминирует синтез поверхностного 
белка, который участвует в процессе сборки капсулы на 
наружной мембране клетки [12].

Традиционные методы серотипирования позволили 
выделить порядка 79 серотипов K. pneumoniae, отлича-
ющихся по химическому составу капсульных компонен-
тов [13]. Однако в результате горизонтального пере-
носа генов и высокой генетической вариабельности для 
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70% бактерий невозможно определить принадлежность 
к капсульному типу методом серотипирования [14]. 
В настоящее время разработаны новые способы клас-
сификации с применением молекулярно-биологических 
методов, в частности, технологий секвенирования, ко-
торые на основании определения нуклеотидной после-
довательности консервативных генов wzi, wzy или wzc 
локуса cps путем таргетного секвенирования или ана-
лиза полногеномных данных позволяют идентифициро-
вать капсульные типы KL (K-локус) – генетический локус, 
кодирующий синтез капсульного полисахарида [15, 16]. 
С помощью методов сравнительной геномики выявлено 
186 KL-типов, а типы локусов KL1–KL81 соответствуют 
типам K1–K81.

K. pneumoniae способна синтезировать несколько 
вариантов сидерофоров: энтеробактин (ген iroA), иерси-
ниабактин (fyuA, irp1, irp2, ybtA-ybtX), сальмохелин (iro, 
iroE, iroN) и аэробактин (iuc), которые являются важ-
ными факторами вирулентности, поскольку стимулируют 
рост бактериальных клеток, повышают эффективность 
их колонизации и, соответственно, распространение по 
организму хозяина [17].

Одним из значимых маркеров hvKp является ген ви-
рулентности, кодирующий метаболический переносчик 
peg344, который располагается на плазмиде и детер-
минирует транспорт факторов роста в клетки [18].

Еще одним геном вирулентности является terB 
(tellurium resistance membrane protein), который свиде-
тельствует о наличии оперона terZABCDEF, обеспечива-
ющего устойчивость к теллуриту [18].

С высокой частотой (78,8%) у штаммов hvKp обна-
руживаются островки pks, 19 генов которых (clbA–clbS) 
кодируют ферменты синтеза колибактина – экзоток-
сина, характеризующегося генотоксическим действием 
и вызывающего двуцепочечные разрывы ДНК в лимфо-
цитах, что приводит к нарушению клеточного цикла и ги-
бели клеток [19, 20].

Если еще несколько лет назад считалось, что hvKp 
сохраняют чувствительность к большинству противоми-
кробных препаратов [21–23], то в последние годы по-
явление гибридных плазмид, несущих гены, кодирующие 
факторы вирулентности и устойчивости к карбапене-
мам, привело к появлению гипервирулентных штаммов 
K. pneumoniae с множественной лекарственной устойчи-
востью (MDR-hvKp) [24, 25]. В России MDR-hvKp впер-
вые описаны в 2018 г. [26].

В научных публикациях последних лет все чаще 
встречаются сообщения о появлении hvKp с плазми-
дами, детерминирующими синтез двух карбапенемаз од-
новременно, например, KPC-2 и VIM-1, KPC-2 и NDM-1 
или KPC-2 и NDM-5, которые требуют пристального 
внимания ввиду их высокой патогенности, устойчивости 
к большинству бета-лактамных антибиотиков и потенци-
альной возможности их более широкого распростране-
ния, что определяет важность динамического монито-
ринга [27–29].

Цель исследования – изучить генетические детерми-
нанты резистентности и вирулентности штаммов K. pneu­

moniae, поступивших в референс-центр по предупреж-
дению распространения биологических угроз ФГБУ 
«НМИЦ АГП им. В.И. Кулакова» Минздрава России.

Материалы и методы

Объектом исследования явились 153 штамма 
K. pneumoniae, выделенные из биологического матери-
ала беременных женщин и новорожденных детей, на-
ходящихся в перинатальных центрах различных регио-
нов России (Белгород, Екатеринбург, Санкт-Петербург, 
Москва и Якутск) с инфекционно-воспалительными за-
болеваниями. Данные штаммы включены в коллекцию 
условно-патогенных микроорганизмов референс-цен-
тра в 2023 г., поскольку характеризовались множе-
ственной лекарственной устойчивостью.

Таксономическую принадлежность полученных изо-
лятов бактерий определяли с использованием метода 
матрично-активированной лазерной деcорбционно/
ионизационной времяпролетной масс-спектрометрии 
(MALDI-TОF MS).

K. pneumoniae, в геноме которых сочетались пять 
и более генов вирулентности из набора iucA, rmpA2, 
rmpA, iutA, peg344, terB, irp2, условно относились к ги-
первирулентным [30].

Для всех штаммов определяли минимальную пода-
вляющую концентрацию (МПК) основных АМП мето-
дом микроразведений в бульоне в соответствии с реко-
мендациями EUCAST-2023 (v. 13.0). Контроль качества 
исследований проводили при помощи контрольного 
штамма Escherichia coli ATCC 25922.

С целью детального изучения механизмов резистент-
ности и детекции факторов вирулентности проводилось 
высокопроизводительное секвенирование с последую-
щим биоинформатическим анализом.

Выделение ДНК для последующего секвенирования 
проводили из 500 мкл ресуспендированных после цен-
трифугирования клеток культуры. Для этого проводили 
предварительную обработку образца раствором ли-
зоцима: в каждую пробирку с материалом вносили по 
15 мкл раствора лизоцима с концентрацией 5  мг/мл. 
Собственно, выделение ДНК проводили с помощью на-
бора «ПРОБА-МЧ МАКС» (компания «ДНК-Технология», 
кат. номер P-103-A/8) по протоколу производителя. 
Концентрацию выделенной ДНК определяли в растворе 
с помощью набора реагентов Qubit dsDNA BR Assay 
(Invitrogen, Inc., США) и флуориметра Qubit (Invitrogen, 
Inc., США) без построения калибровочного графика. 
Фрагментацию выделенной бактериальной ДНК про-
водили ферментативным методом с использованием на-
бора MBU Транспозаза Tn5 (МБС-Технология, кат. но-
мер Mtn-5) согласно протоколу фирмы-изготовителя.

Приготовление библиотек для секвенирования про-
водили по протоколу производителя (Illumina, США). 
После приготовления библиотек проводили кон-
троль выполнения процедуры Size-select, а также ка-
чества и концентрации, с помощью детекции фрагмен-
тов нужной длины на приборе TapeStation 4200 (Agilent 
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Technologies, США) с использованием набора реаген-
тов High Sensitivity DNA ScreenTape Analysis (Agilent 
Technologies, США) согласно протоколу производителя. 
При помощи данного этапа отбирали фрагменты библи-
отеки размером не менее 250 п.н.

Секвенирование приготовленных библиотек прово-
дили на секвенаторе MiSeq (Illumina, США), с исполь-
зованием стандартного набора реагентов для секве-
нирования MiSeq Reagent Kit v3. Сборку генома из 
отдельных фрагментов, получаемых в результате NGS 
(ридов), проводили с использованием программного па-
кета SPAdes 3.1.0 [31].

Оценку качества сборки проводили с использова-
нием программного пакета QUAST 2.3 [30]. Уточнение 
видовой идентификации штаммов проводили с помо-
щью веб-сервиса PubMLST (https://pubmlst.org/), оп-
ция Species ID > Identify species [33]. Определение 
сиквенс-типов, поиск генов вирулентности и генов, ко-
дирующих эффлюксные белки, проводили с использова-
нием ресурсов веб-платформы BIGSdb-Pasteur (https://
bigsdb.pasteur.fr/), поиск генов устойчивости к анти-
микробным препаратам и мутаций в регуляторных ге-
нах и генах пориновых белков – при помощи веб-сер-
виса ResFinder 4.1 (https://cge.food.dtu.dk/services/
ResFinder/) [34]. Поиск известных приобретенных му-
таций в генах gyrA и parC проводили с использова-
нием ресурса CARD (https://card.mcmaster.ca/) [35]. 
Типирование штаммов по капсульным и липополиса-
харидным локусам проводили с использованием про-
граммы Kaptive 2.0 [36].

Результаты

Базируясь на полногеномных данных, было про-
ведено мультилокусное сиквенс-типирование штам-
мов K. pneumoniae, что позволило установить их при-
надлежность к следующим сиквенс-типам: ST4 (n = 1), 
ST11 (n = 1), ST15 (n = 5), ST20 (n = 1), ST23 (n = 9), 
ST25 (n = 1), ST29 (n = 7), ST35 (n = 3), ST37 (n = 6), ST45 
(n = 16), ST48 (n = 1), ST76 (n = 1), ST101 (n = 4), ST147 
(n = 4), ST197 (n = 1), ST198 (n = 22), ST200 (n = 1), 
ST258 (n = 2), ST280 (n = 1), ST307 (n = 10), ST309 
(n = 1), ST377 (n = 6), ST395 (n = 13), ST495 (n = 1), 
ST512 (n = 22), ST636 (n = 2), ST874 (n = 1), ST919 
(n = 1), ST1552 (n = 1), ST1832 (n = 2), ST2975 (n = 1), 
ST3660 (n = 1), ST6123 (n = 1). У трех штаммов обнару-
жен новый сиквенс-тип с уникальным аллельным профи-
лем, отсутствующим в базах данных: gapA – 2, infB – 5, 
mdh – 2, pgi – 1, phoE – 189, rpoB – 4, tonB – 38.

У всех 153 штаммов K. pneumoniae выполнен поиск 
факторов вирулентности. Гены вирулентности, ассоции-
рованные с гипервирулентным фенотипом, обнаружены 
не были у 30 штаммов (19,6%) K. pneumoniae различ-
ных сиквенс-типов: у семи штаммов ST29, у пяти штам-
мов ST37, у двух штаммов ST307 и ST636 и по одному 
штамму, относящимся к ST4, ST20, ST35, ST76, ST197, 
ST200, ST280, ST395, ST495, ST512, ST919, ST1552, 
ST6123 и к новому сиквенс-типу.

Гены, ответственные за синтез одного фактора виру-
лентности, выявлены у 61 штамма K. pneumoniae (39,9%). 
Ген terB присутствовал в геноме 24 штаммов и в боль-
шинстве случаев встречался у представителей ST512 
(n = 20), а также ST1832 (n = 2), ST377 (n = 1) и ST3660 
(n = 1). Ген irp2 выявлен в геноме 36 штаммов и чаще 
всего обнаруживался у представителей ST198 (n = 22), 
а также у бактерий, относящихся к ST307 (n = 4), ST35 
(n = 2), ST101 (n = 2), к новому сиквенс-типу (n = 2), ST15 
(n = 1), ST25 (n = 1), ST37 (n = 1) и ST309 (n = 1).

Одновременное присутствие двух генов вирулент-
ности установлено для 30 штаммов K. pneumoniae 
(19,6%), при этом наблюдались следующие сочетания 
генов terB + irp2 у 22 штаммов и iucA + terB у восьми. 
Доминирующим сиквенс-типом, в геноме которого со-
четались гены terB + irp2, был ST45 (n = 16). Кроме 
того, присутствие данных генов выявлено у двух штам-
мов ST258 и по одному штамму ST307, ST395, ST512 
и ST2975. Комплекс генов iucA + terB выявлен у двух 
сиквенс-типов: ST377 (n = 5) и ST307 (n = 3).

Одновременное присутствие трех генов вирулент-
ности установлено для 12 штаммов K. pneumoniae 
(7,8%). Сочетание генов iucA + terB + irp2 выявлено у 
10 штаммов ST147 (n = 4), ST395 (n = 4), ST11 (n = 1), 
ST48 (n = 1). Для одного штамма, относящегося к 
ST395, установлено сочетание генов вирулентности 
iucA + peg344 + terB, и для одного штамма ST101 – ком-
плекс генов rmpA + peg344 + irp2.

Сочетание четырех генов в комбинации iucA + rmpA + 
terB + irp2 выявлено у 3 штаммов K. pneumoniae (2%), от-
носящихся к ST23.

K. pneumoniae, в геноме которых сочетались пять и 
более генов вирулентности, были условно отнесены к 
гипервирулентным. Среди исследуемых штаммов дан-
ным критериям соответствовали 18 штаммов (11,8%) 
(Таблица 1).

Комплекс из пяти генов вирулентности iucA + 
rmpA2 + rmpA + peg344 + terB выявлен у 6 штаммов 
K.  pneumoniae (3,9%), относящихся к ST395 (n = 4), 
ST15 (n = 1) и ST874 (n = 1).

Комплекс из шести генов вирулентности iucA + rmp
A2 + rmpA + peg344 + terB + irp2 выявлен у 10 штаммов 
K. pneumoniae (6,5%), относящихся к ST23 (n = 4), ST15 
(n = 3), ST395 (n = 2) и ST101 (n = 1).

В геноме двух штаммов K. pneumoniae (1,3%), отно-
сящихся к ST23, обнаружено сочетание восьми генов 
вирулентности – iucA + rmpA2 + rmpA + peg344 + terB + 
irp2 + clbA  + iroB.

Кроме того, в геноме всех исследованных штаммов 
обнаружен ген iutA, кодирующий рецептор сидерофора 
аэробактина, в геноме двух штаммов, относящихся к 
ST23, присутствовал ген magA.

На основании нуклеотидной последовательности 
гена wzi установлена принадлежность гипервирулент-
ных K. pneumoniae к определенному типу капсульного 
антигена (Таблица 2). Выявлено, что у большинства 
штаммов присутствовали аллели wzi105 и wzi77, что 
позволило отнести их к типу К47 (KL108) (n = 4) и К57 
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(KL57) (n = 4) соответственно. Аллель wzi24, соответ-
ствующий К24 (KL24), обнаружен у трех штаммов, wzi1, 
соответствующий К1 (KL1) – у двух штаммов, wzi151, 
соответствующий К48 (KL48) – также у двух штаммов. 
По одному штамму K. pneumoniae имели аллели wzi137, 
wzi19 и wzi222, которые соответствовали капсульным 
типам К17 (KL17), К19 (KL19) и KL45.

На основании О-типирования исследуемые гипер-
вирулентные K. pneumoniae относились к двум типам: 
O1ab (ST15, ST23, ST101, ST395 и ST874) и O2afg 
(ST23) (Таблица 2).

Среди исследованных штаммов K. pneumoniae ги-
пермукоидный фенотип выявлен у пяти штаммов: 
№№ 1894, 1895, 1896, 5072, 1447, относящихся к 
ST15 (n = 4) и ST101 (n = 1), что было подтверждено ре-
зультатами стринг-теста.

Анализ локализации гипервирулентных штаммов 
K. pneumoniae показал, что с большей частотой они вы-
делялись у женщин (n = 13) по сравнению с детьми (n = 5) 
(Таблица 3). У женщин возбудитель чаще всего обнару-
живался в отделяемом цервикального канала (n = 6) и 
трахеобронхиальном аспирате (n = 4), у детей – в рек-
тальном мазке (n = 3), по одному штамму выделено из 
крови женщины и ребенка.

Представляло интерес изучить спектр устойчивости 
гипервирулентных штаммов K. pneumoniae к АМП.

Фенотипическая оценка чувствительности выявила 
высокую устойчивость исследуемых штаммов K.  pneu­

Таблица 1.	Факторы вирулентности, выявленные у гипервирулентных штаммов K. pneumoniae (n = 18)

№ 
п/п

№
штамма ST

Гены вирулентности

iucA rmpA2 rmpA iutA peg344 terB irp2 clbA iroB

1 1892 395 + + + + + + – – –

2 1894 15 + + + + + + + – –

3 1895 15 + + + + + + + – –

4 1896 15 + + + + + + + – –

5 1897 395 + + + + + + – – –

6 1900 395 + + + + + + + – –

7 1901 395 + + + + + + + – –

8 5072 101 + + + + + + + – –

9 675 23 + + + + + + + – –

10 698 23 + + + + + + + – –

11 705 23 + + + + + + + – –

12 821 23 + + + + + + + – –

13 876 23 + + + + + + + + +

14 877 23 + + + + + + + + +

15 1447 15 + + + + + + – – –

16 2031 395 + + + + + + – – –

17 1842 395 + + + + + + – – –

18 2015 874 + + + + + + – – –

Таблица 2.	К- и О-типирование гипервирулентных штаммов 
K. pneumoniae (n = 18)

№ 
п/п

№
штамма ST wzi  

аллель K KL О
Гипер

мукоид
ность

1 1892 395 105 K47 KL108 O1ab –

2 1894 15 24 K24 KL24 O1ab +

3 1895 15 24 K24 KL24 O1ab +

4 1896 15 24 K24 KL24 O1ab +

5 1897 395 105 K47 KL108 O1ab –

6 1900 395 105 K47 KL108 O1ab –

7 1901 395 105 K47 KL108 O1ab –

8 5072 101 137 K17 KL17 O1ab +

9 675 23 77 K57 KL57 O2afg –

10 698 23 77 K57 KL57 O2afg –

11 705 23 77 K57 KL57 O2afg –

12 821 23 77 K57 KL57 O2afg –

13 876 23 1 K1 KL1 O1ab –

14 877 23 1 K1 KL1 O1ab –

15 1447 15 19 K19 KL19 O1ab +

16 2031 395 151 K48 KL48 O1ab –

17 1842 395 151 K48 KL48 O1ab –

18 2015 874 222 K45 KL45 O1ab –
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Таблица 3.	Локализация гипервирулентных штаммов K. pneumoniae (n = 18)

№
п/п

№
штамма Пациент Локус Диагноз

1 1892 женщина отделяемое цервикального канала хориоамнионит

2 1894 женщина отделяемое цервикального канала послеродовый эндометрит

3 1895 женщина отделяемое цервикального канала хориоамнионит

4 1896 ребенок аспират трахеобронхиальный врожденная пневмония

5 1897 женщина отделяемое цервикального канала хориоамнионит

6 1900 ребенок аспират трахеобронхиальный врожденная пневмония

7 1901 женщина отделяемое цервикального канала хориоамнионит

8 5072 ребенок кровь венозная врожденная пневмония 

9 675 женщина аспират трахеобронхиальный сепсис

10 698 женщина аспират трахеобронхиальный сепсис

11 705 женщина аспират трахеобронхиальный сепсис

12 821 женщина аспират трахеобронхиальный сепсис

13 876 ребенок кровь венозная сепсис

14 877 ребенок рана стриктуры восходящей ободочной кишки в исходе 
некротизирующего энтероколита

15 1447 женщина отделяемое цервикального канала мочевой перитонит

16 2031 женщина жидкость перитонеальная послеоперационный перитонит

17 1842 женщина рана послеоперационный перитонит

18 2015 женщина кровь венозная сепсис

Рисунок 1.  Антибиотикограмма гипервирулентных штаммов K. pneumoniae (n = 18)
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moniae к пенициллинам и цефалоспоринам I–IV по-
коления (Рисунок 1). Все исследуемые штаммы ока-
зались устойчивы к ампициллину, чувствительность к 
цефотаксиму, цефепиму и цефтазидиму установлена у 
1 штамма (K. pneumoniae 821, 5,6%), к амоксициллину-
клавуланату – у 1 штамма (K. pneumoniae 5072, 5,6%) 
(Таблица 4).

К другим бета-лактамным антибиотикам исследу-
емые штаммы K. pneumoniae также проявляли высо-
кий уровень устойчивости. Так, к эртапенему устойчи-
выми оказались 100% штаммов, к меропенему – 55,6%, 
к имипенему – 61,1%, чувствительными при увеличен-
ной экспозиции к имипенему были 27,78% штаммов, к 
меропенему – 33,3%. Среди всех исследуемых штам-
мов к меропенему и имипенему были чувствительны 
только два – K. pneumoniae 5072 и K. pneumoniae 675. 
Чувствительность при увеличенной экспозиции (У) к 
азтреонаму была установлена только для двух штам-
мов – K. pneumoniae 877 и K. pneumoniae 821, осталь-
ные штаммы оказались к нему устойчивы.

Высокая степень устойчивости гипервирулентных 
штаммов K. pneumoniae выявлена и в отношении ами-
ногликозидов: устойчивость к гентамицину выявлена у 
83,3% штаммов, к амикацину – у 94,4%. Из всех ис-
следуемых штаммов к амикацину был чувствителен 
только 1 штамм – K. pneumoniae 1901, к гентамицину – 
3 штамма K. pneumoniae 675, K. pneumoniae 1901 и 
K. pneumoniae 821.

Устойчивость к триметоприму-сульфаметоксазолу 
выявлена у 77,8% штаммов K. pneumoniae, к левофлок-
сацину – у 88,9% штаммов, при этом чувствительность 
к нему установлена только у двух штаммов – 877 и 876.

Среди исследуемых штаммов 38,89% (n = 7) были 
устойчивы к колистину – K. pneumoniae 2031, 1447, 
1842, 1897, 1892, 1901, 1900.

В ходе анализа генома гипервирулентных K. pneu­
moniae выявлены гены резистентности к АМП десяти 
различных групп.

У исследуемых штаммов K. pneumoniae обнаружено  
10 разных генов резистентности к аминогликозидам – 
armA, aac(6')-Ib-cr, aph(3')-VI, aph(6)-Id, aph(3'')-Ib, aadA, 
rmtC, aac(3)-IId, aac(3)-IIa, aph(3')-Ia, которые встреча-
лись у бактерий в различных комбинациях (Таблица 5). 
Так, сочетание двух генов armA и aac(6')-Ib-cr было ха-
рактерно для штаммов K. pneumoniae 698 и 705, генов  
armA и aph(3')-VI – для штаммов 5072 и 1447, а генов 
aph(3')-VI и aph(6)-Id – для штамма 821. Комбинации трех 
генов выявлены для следующих штаммов K. pneumo­
niae: 1892, 1897, 1900 и 1901 – armA + aac(6')-Ib-cr + 
aph(3')-VI и 675 – aac(6')-Ib-cr + aph(3')-VI + aph(6)-Id, 
а сочетание четырех генов выявлено у штаммов 876  
и 877 (aac(6')-Ib-cr + aph(3')-VI + rmtC + aac(3)-IId). Наи
большее количество генов резистентности выявлено 
у штаммов 1894, 1895, 1896 (armA + aph(3')-VI + aph­
(6)-Id + aph(3'')-Ib + aadA), 2031, 1842 (armA + aac(6')-
Ib-cr + aph(3')-VI + aadA + aac(3)-IId) и 2025 (armA + aac(6')- 
Ib-cr + aph(3')-VI + aadA + aph(3')-Ia).
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Таблица 5.	Гены резистентности гипервирулентных K. pneumoniae, обеспечивающие устойчивость к аминогликозидам (n = 18)

№ 
п/п Штамм armA aac(6')-Ib-cr aph(3')-VI aph(6)-Id aph(3'')-Ib aadA rmtC aac(3)-IId aac(3)-IIa aph(3')-Ia

1 1892 + + + – – – – – – –

2 1894 + – + + + + – – – –

3 1895 + – + + + + – – – –

4 1896 + – + + + + – – – –

5 1897 + + + – – – – – – –

6 1900 + + + – – – – – – –

7 1901 + + + – – – – – – –

8 5072 + – + – – – – – – –

9 675 – + + + – – – – – –

10 698 + + – – – – – – – –

11 705 + + – – – – – – – –

12 821 – – + + – – – – – –

13 876 – + + – – – + + – –

14 877 – + + – – – + + – –

15 1447 + – + – – – – + – –

16 2031 + + + – – + – – + –

17 1842 + + + – – + – – + –

18 2015 + + + – – + – – – +

Таблица 6.	Гены резистентности гипервирулентных K. pneumoniae, обеспечивающие устойчивость к бета-лактамам (n = 18)

№ 
п/п Штамм blaSHV blaTEM-1A blaTEM-1B blaOXA-1 blaOXA-10 blaLAP-2 blaCMY-6 blaCTX-M-14b blaCTX-M-15 blaCTX-M-55 blaOXA-48 blaNDM-1

1 1892 + – – + – – – – + – + +

2 1894 + – – – – – – + + – + +

3 1895 + – – – – – – + + – + +

4 1896 + – – – – – – + + – + +

5 1897 + – – + – – – – + – + –

6 1900 + – – + – – – – + – + –

7 1901 + – – + – – – – + – + –

8 5072 + + – – – – – – + – – –

9 675 + – – + – + – – – + + –

10 698 + – + + – + – – – + + –

11 705 + – + + – + – – – + + –

12 821 + – – – – + – – – – – –

13 876 + – – – – – + – – – – +

14 877 + – – – – – + – – – – +

15 1447 + – – – – – – – + – – +

16 2031 + – + + + + – – + – + +

17 1842 + – + + + + – – + – + +

18 2015 + – – + – – – – + – + +
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Устойчивость к бета-лактамам была обусловлена 
комбинацией 12 генов – blaSHV, blaCTX-M-14b, blaCTX-M-15, 
blaCTX-M-55, blaTEM-1A, blaTEM-1B, blaOXA-1, blaOXA-10, blaOXA-48, 
blaNDM-1, blaLAP-2 и blaCMY-6 (Таблица 6).

Сочетание трех генов резистентности blaSHV, 
blaCTX-M-15 и blaLAP-2 выявлено у штамма K. pneumoniae 
821, генов blaSHV, blaNDM-1 и blaCMY-6 – у штаммов 876 и 
877, blaSHV, blaCTX-M-15 и blaTEM-1A – у штамма 5072, blaSHV, 
blaCTX-M-15 и blaNDM-1 – у штамма 1447. Сочетание че-
тырех генов было характерно для штаммов 1897, 
1900, 1901 (blaSHV + blaCTX-M-15 + blaOXA-1 + blaOXA-48), 675 
(blaSHV + blaOXA-1 + blaLAP-2 + blaCTX-M-55), 2015 (blaSHV + blaCT

X-M-15 + blaOXA-1 + blaNDM-1). Сочетание пяти вариантов ге-
нов установлено для штаммов 1894, 1995, 1896 
(blaSHV + blaCTX-M-15 + blaOXA-48 + blaNDM-1 + blaCTX-M-14b) и 1892 
(blaSHV + blaCTX-M-15 + blaOXA-1 + blaOXA-48 + blaNDM-1). В геноме 
двух штаммов (698 и 705) обнаружено сочетание ше-
сти генов резистентности – blaSHV + blaOXA-1 + blaOXA-48 + 
blaLAP-2 + blaCTX-M-55 + blaTEM-1B. Однако наибольшее количе-
ство генов выявлено у штаммов 2031 и 1842, в геноме 
которых присутствовали восемь детерминант резистент-
ности – blaSHV + blaCTX-M-15 + blaOXA-1 + blaOXA-48 + blaNDM-1 + 
blaLAP-2 + blaTEM-1B + blaOXA-10.

Устойчивость к сульфаниламидам была обуслов-
лена комбинацией трех генов – sul1, sul2 и dfrA, однако 
установлена не для всех гипервирулентных штаммов 
K. pneumoniae (Таблица 7). Сочетание всех детерминант 

резистентности обнаружено для штаммов 1892, 1894, 
1895, 1896, 1897, 1900, 1901, 5072, 1447, 2031, 
1842 и 2015. Ген sul1 присутствовал в геноме штаммов 
876 и 877, а ген sul2 – у штаммов 675 и 821. Гены ре-
зистентности к сульфаниламидам отсутствовали у штам-
мов K. pneumoniae 698 и 705.

Устойчивость к фторхинолонам детерминирована ге-
ном qnrS, который обнаружен у 16 штаммов K. pneu­
moniae. Кроме того, был проведен анализ известных 
приобретенных мутаций в генах: gyrA, кодирующем 
субъединицу А ДНК-гиразы, и parC, кодирующем то-
поизомеразу IV. По данным литературы, приобретен-
ные точечные мутации в этих генах вносят наибольший 
вклад в развитие резистентности к фторхинолонам у 
K. pneumoniae [37]. Выявлены три мутации в гене gyrA, 
ассоциированные с резистентностью к фторхинолонам, 
приводящие к заменам в 83 положении серина на изо-
лейцин (10 штаммов) или фенилаланин (4  штамма), а 
также к замене в 87 положении аспарагиновой кислоты 
на аспарагин (2 штамма). В гене parC выявлена един-
ственная мутация, приводящая к замене серина на 
изолейцин в 80 положении. Мутация обнаружена в 
16 штаммах. При этом все штаммы с выявленными му-
тациями устойчивы к фторхинолонам. Два штамма, у 
которых не выявлены мутации в генах gyrA и parC, а 
также отсутствует ген qnrS, чувствительны к фторхино-
лонам.

Таблица 7.	Гены резистентности и приобретенные мутации, обеспечивающие устойчивость к сульфаниламидам, фторхинолонам, 
макролидам и/или линкозамидам, хлорамфениколу, фосфомицину и рифампицину (n = 18)

№ 
п/п Штамм sul1 sul2 dfrA qnrS fosA catA catB mphA mphE msrE arr3 gyrA (мутации) parC (мутации)

1 1892 + + + + + + + + + + – S83I S80I

2 1894 + + + + + – – + + + – S83F S80I

3 1895 + + + + + – – + + + – S83F S80I

4 1896 + + + + + – – + + + – S83F S80I

5 1897 + + + + + + + + + + – S83I S80I

6 1900 + + + + + + + + + + – S83I S80I

7 1901 + + + + + + + + + + – S83I S80I

8 5072 + + + + + – – – + + – D87N S80I

9 675 – + – + + + + – – – – S83I S80I

10 698 – – – + + + + – + + – S83I S80I

11 705 – – – + + + + – + + – S83I S80I

12 821 – + – + + + – – – – – S83I S80I

13 876 + – – – + – – – – – – - -

14 877 + – – – + – – – – – – - -

15 1447 + + + + + – – + + + – S83F S80I

16 2031 + + + + + + + + + + + S83I S80I

17 1842 + + + + – + + + + + + S83I S80I

18 2015 + + + + + + + + + + – D87N S80I
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Таблица 8. Мутации в хромосомных генах пориновых белков и регуляторных генов (n = 18)

№ 
п/п Штамм

Пориновые белки Регуляторные 
гены

ompK35 ompK36 ompK37 ramR acrR

1 1892 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M
N230G
M233Q

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

2 1894 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M

A19V P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

3 1895 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M

A19V P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

4 1896 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M

A19V P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

5 1897 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M
N230G
M233Q

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

№ 
п/п Штамм

Пориновые белки Регуляторные 
гены

ompK35 ompK36 ompK37 ramR acrR

6 1900 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M
N230G
M233Q

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

7 1901 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M
N230G
M233Q

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

8 5072 - N49S
L59V
A190W
L191S
F207W
A217S
N218H
D224E
Q227S
L228V
E232R
T254S
N304E

I70M
I128M

- -

9 675 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

10 698 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K

I70M
I128M

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M
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№ 
п/п Штамм

Пориновые белки Регуляторные 
гены

ompK35 ompK36 ompK37 ramR acrR

E232R
N304E

11 705 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

12 821 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

I70M
I128M

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

13 876 - N49S
L59V
A190W
L191S
F207W
A217S
N218H
D224E
Q227S
L228V
E232R
T254S
N304E

I70M
I128M

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

14 877 - N49S
L59V
A190W
L191S
F207W
A217S
N218H
D224E
Q227S
L228V
E232R
T254S
N304E

I70M
I128M

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

15 1447 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L

I70M
I128M

A19V P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

№ 
п/п Штамм

Пориновые белки Регуляторные 
гены

ompK35 ompK36 ompK37 ramR acrR

D223G
Q227S
L228K
E232R
N304E

16 2031 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
T254S
N304E

I70M
I128M
N230G
M233Q

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

17 1842 - N49S
L59V
G189T
F198Y
F207Y
A217S
T222L
D223G
Q227S
L228K
E232R
T254S
N304E

I70M
I128M
N230G
M233Q

- P161R
G164A
F172S
R173G
L195V
F197I
K201M

18 2015 - N49S
L59V
A190W
L191S
F207W
A217S
N218H
D224E
Q227S
L228V
E232R

I70M
I128M
N230G
M233Q

- -

Также в геноме гипервирулентных штаммов K. pneu­
moniae обнаружены гены устойчивости к макролидам 
и/или линкозамидам – mphA, mphE и msrE, которые 
присутствовали у большинства исследуемых бактерий 
(n = 11). У штаммов 5072, 698 и 705 установлено соче-
тание mphE и msrE, а в геноме штаммов 675, 821, 876 
и 877 гены резистентности не выявлены.

В геноме большинства штаммов K. pneumoniae выяв-
лены гены catA и catB, обуславливающие устойчивость 
к хлорамфениколу. В геноме штамма 821 обнаружен 
только ген catA, а у штаммов 1894, 1895, 1896, 5072, 
876, 877 и 1447 детерминанты резистентности не уста-
новлены.

Окончание таблицы 8
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Все исследуемые штаммы K. pneumoniae, за исклю-
чением 1882, несли ген fosA, обеспечивающий устойчи-
вость к фосфомицину.

Ген arr3, детерминирующий устойчивость к рифампи-
цину, обнаружен в геноме двух штаммов K. pneumoniae 
2031 и 1842.

В геномах всех 18 штаммов клебсиелл присутствуют 
гены, кодирующие различные эффлюксные белки: 
AcrABCDZR, MdtABC, EefABC, OqxAB, гены эффлюкс-
ных белков семейств MATE, SMR, MFS.

K. pneumoniae продуцирует три пориновых белка: 
OmpK35, OmpK36 и OmpK37 [38]. Мутации в генах по-
риновых белков ompK35, ompK36, ompK37 могут при-
водить к изменению проницаемости пориновых каналов, 
тем самым формируя устойчивость штаммов к карбапе-
немам и цефалоспоринам. У всех исследуемых штаммов 
обнаружены такие мутации (Таблица 8). В гене ompK36 
мутации выявлены в каждом штамме, но спектр мута-
ций разный: во всех геномах встречаются мутации, при-
водящие к заменам аминокислот в белках N49S, L59V, 
A217S, Q227S, E232R; в 17 геномах – N304E; в 14 ге-
номах – G189T, F198Y, F207Y, D223G, L228K; в 5 ге-
номах – T254S; в 4 геномах – A190W, L191S, F207W, 
N218H, T222L, D224E, L228V. Приобретенных мута-
ций в гене ompK37 выявлено существенно меньше: две 
мутации, приводящие к заменам аминокислот I70M и 
I128M, были обнаружены у всех штаммов, 7 штаммов 
дополнительно имели мутации, приводящие к заменам 
N230G, M233Q. Значащих мутаций в гене ompK35 вы-
явлено не было.

Анализ нуклеотидных последовательностей регуля-
торных генов, мутации в которых могут привести к по-
явлению устойчивости к АМП, выявил мутации, сопро-
вождающиеся аминокислотными заменами в генах ramR 
(A19V у 4 штаммов) и acrR (у 16 штаммов обнаружено 
одновременно 7 замен: P161R, G164A, F172S, R173G, 
L195V, F197I, K201M), что согласуется с результатами 
других исследований, в которых были обнаружены те 
же мутации [35].

Таким образом, полученные результаты свидетель-
ствуют о множественной лекарственной устойчивости 
большинства гипервирулентных штаммов K. pneumoniae, 
поступивших в коллекцию условно-патогенных микроор-
ганизмов референс-центра из перинатальных центров 
различных регионов России.

Обсуждение

K. pneumoniae является одной из наиболее распро-
страненных условно-патогенных бактерий, которые при-
водят к возникновению ИСМП. До настоящего времени 
особое внимание привлекали K. pneumoniae с множе-
ственной лекарственной устойчивостью и панрезистент-
ностью, что значительно осложняло выбор адекватной 
терапии. Так, с 2012 г. в России появились карбапене-
морезистентные штаммы K. pneumoniae, в геноме кото-
рых присутствовали гены бета-лактамаз NDM, OXA-48 
и KPC, при этом частота их выделения в отделениях ре-

анимации и интенсивной терапии на сегодняшний день 
достигла 50% [26, 40].

В 2018 г. в России впервые были выделены штаммы 
гипервирулентных K. pneumoniae, чувствительные к 
большинству АМП. Однако публикации последних лет 
свидетельствуют о росте во всем мире доли гипервиру-
лентных штаммов K. pneumoniae с множественной рези-
стентностью [12, 17, 24, 25, 41].

По данным отечественной и зарубежной литературы, 
маркерными генами, с которыми наиболее часто свя-
зывают гипервирулентный фенотип K. pneumoniae, яв-
ляются iucA, rmpA2, rmpA, peg344, terB, irp2, clbA и 
iroB [30].

Анализ генетических маркеров вирулентности 153 
исследуемых штаммов K. pneumoniae позволил отнести 
к гипервирулентным 18 штаммов, в геноме которых од-
новременно присутствовали шесть и более генов виру-
лентности. Доминирующими сиквенс-типами среди них 
были ST15, ST23 и ST395, которые согласно данным ли-
тературы наиболее часто циркулируют в неазиатских 
странах [42]. Гипервирулентные штаммы K. pneumoniae 
выделялись в 2,6 раза чаще у женщин по сравнению с 
детьми.

Сидерофоры – одни из наиболее часто встреча-
ющихся факторов вирулентности бактерий порядка 
Enterobacterales, представляющие собой низкомоле-
кулярные соединения, которые конкурентно связы-
вают трехвалентное железо в организме человека. Они 
имеют решающее значение для реализации вирулент-
ности K. pneumoniae, обеспечивая их эффективное вза-
имодействие с макроорганизмом [43]. Для гипервиру-
лентных штаммов K. pneumoniae характерен синтез трех 
видов сидерофоров: сальмохелина, аэробактина и иер-
синиабактина. Сальмохелин позволяет обходить защит-
ные механизмы прежде всего врожденного иммуни-
тета и повышает способность бактерий колонизировать 
ткани хозяина, что способствует повышению их виру-
лентности и инфицировать их. Штаммы клебсиелл, про-
дуцирующие иерсиниабактин, легко колонизируют сли-
зистую оболочку респираторного тракта и вызывают 
поражение дыхательных путей и системные инфекции. 
Аэробактерин тесно связан с высоковирулентным фе-
нотипом клебсиелл, поскольку 93–100% гипервиру-
лентных штаммов K. pneumoniae синтезируют его [18]. 
Кроме того, штаммы, продуцирующие аэробактин, вы-
зывают инфекционные заболевания нижних дыхатель-
ных путей и мягких тканей и эффективно колонизируют 
кишечник. Таким образом, сидерофоры K. pneumoniae 
способствуют нарушению метаболизма клеток, вплоть 
до их гибели, и обуславливают распространение возбу-
дителя как в организме иммунокомпетентных, так и им-
мунокомпрометированых лиц.

В геноме всех штаммов K. pneumoniae, отнесенных 
нами к гипервирулентным, присутствовал ген iucA, де-
терминирующий синтез аэробактина, у двенадцати 
штаммов обнаружен ген иерсиниабактина (irp2) и у двух 
штаммов – ген сальмохелина (iroB).

Помимо гена iucA в геноме всех исследуемых штам-
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ническим риском, что позволило рассчитать для гипер-
вирулентных K. pneumoniae индекс вирулентности:

0 – отсутствие вышеперечисленных генов вирулент-
ности;

1 – наличие генов иерсиниабактина;
2 – наличие генов колибактина и иерсиниабактина 

(или только колибактина);
3 – наличие генов аэробактина (при отстутствии ге-

нов колибактина или иерсиниабактина);
4 – наличие генов аэробактина и иерсиниабактина 

(при отстутствии генов колибактина);
5 – наличие всех перечисленных генов вирулент

ности.
Согласно данному подходу, шесть штаммов K. pneu­

moniae (1447, 1842, 1892, 1897, 2015 и 2031) соот-
ветствовали индексу вирулентности 3, десять штаммов 
(675, 698, 705, 821, 1894, 1895, 1896, 1900, 1901, 
5072) – индексу вирулентности 4 и два штамма (876, 
877) – индексу вирулентности 5.

В последние несколько лет наблюдается значитель-
ный рост числа гипервирулентных K. pneumoniae с мно-
жественной лекарственной устойчивостью, что ос-
ложняет терапию вызываемых ими заболеваний [48]. 
Появление штаммов, устойчивых к большинству или ко 
всем клинически доступным антибиотикам, в основном 
связано с приобретением генов резистентности, лока-
лизованных в мобильных генетических элементах, обе-
спечивающих их быстрый горизонтальный перенос в по-
пуляции бактерий. Например, плазмиды, кодирующие 
продукцию БЛРС и карбапенемаз (KPC, NDM и OXA-48), 
а также гены устойчивости к колистину (mcr) [49].

Анализ антибиотикорезистентности гипервирулент-
ных штаммов (n = 18) K. pneumoniae показал, что 27,8% 
(n = 5) оказались панрезистентными, поскольку обладали 
устойчивостью ко всем исследуемым АМП, в том числе 
к колистину. Данные штаммы (1842, 1892, 1897, 1900, 
2031) относились к ST395. Все исследуемые штаммы ги-
первирулентных K. pneumoniae характеризовались мно-
жественной лекарственной устойчивостью, поскольку 
обладали резистентностью к трем и более группам АМП.

Устойчивость гипервирулентных K. pneumoniae к бе-
та-лактамным антибиотикам была обусловлена присут-
ствием разнообразных генов. Однако особую насторо-
женность вызывают штаммы, продуцирующие БЛРС, что 
исключает использование цефалоспоринов III–IV поко-
ления для лечения инфекционных заболеваний, вызван-
ных такими возбудителями. Фенотип БЛРС установлен у 
83,3% штаммов гипервирулентных K. pneumoniae, обу-
словленный генами группы blaCTX-M, только у трех иссле-
дуемых штаммов эти гены отсутствовали.

Все чаще среди гипервирулентных K. pneumoniae 
встречаются штаммы с устойчивостью к резервным 
АМП, например, к карбапенемам [50]. 88,9% исследу-
емых штаммов продуцировали карбапенемазы, детер-
минированные генами blaOXA-48 и blaNDM-1, кодирующими 
сериновую протеазу и металло-бета-лактамазу соот-
ветственно, однако гены группы blaKPC обнаружены не 
были.

мов выявлены гены rmpA2, rmpA, peg344, terB, а также 
ген рецептора сидерофора аэробактина iutA, которые 
детерминируют синтез широкого спектра факторов ви-
рулентности: синтез полисахаридной капсулы, белков 
транспортных систем и устойчивость к теллуриту.

Капсула является одним из важнейших факторов ви-
рулентности K. pneumoniae, поскольку нарушает про-
цесс фагоцитоза и активации системы комплемента, бло-
кирует действие антимикробных пептидов на микробные 
клетки и приводит к развитию воспалительных реакций 
в организме человека.

Хотя в литературе представлены данные, что наибо-
лее распространенными капсульными типами гипервиру-
лентных K. pneumoniae являются K1 и K2, полученные 
нами результаты позволили определить помимо К1 типы 
K17, K19, K24, K45, K48, а среди исследуемых штам-
мов доминирующими являлись K47 и K57.

С генами rmpA и rmpA2 связан мукоидный фено-
тип K.  pneumoniae, обусловленный гиперпродукцией 
капсульных полисахаридов, при этом хотя бы один из 
двух генов присутствует в геноме 55–100% гипервиру-
лентных штаммов [39]. Согласно данным литературы, 
возникновение миссенс-мутации в гене wzc, кодирую-
щем тирозинкиназу, которая определяет уровень се-
креции и длину цепи капсульного полисахарида, спо-
собствует гиперпродукции капсулы и формированию 
гипермукоидного фенотипа [40].

Если ранее гипервирулентность K. pneumoniae свя-
зывали с фенотипическими проявлениями, такими как 
гипермукоидный фенотип, определяемый с помощью 
стринг-теста, в настоящее время установлено, что подоб-
ной зависимости не существует [46]. Хотя оба эти гена 
присутствовали в геноме всех анализируемых нами гипер-
вирулентных штаммов, однако на основании стринг-теста 
гипермукоидный фенотип был выявлен только у пяти из 
них: у всех штаммов, относящихся к ST15 (n = 4), а также 
у единственного представителя ST101.

С высокой вязкостью капсульных полисахаридов ги-
пермукоидных K. pneumoniae связывают сложность те-
рапии абсцессов, трансдермального дренирования и 
повышенной вероятности закупорки катетера, а также 
длительный курс лечения и высокую частоту рецидивов 
заболеваний [47].

В настоящее время нет четких критериев, которые 
позволяли бы однозначно определить гипервирулент-
ность K. pneumoniae на основании набора определен-
ных генетических детерминант. В работе Russo T. и соавт. 
[18] в качестве наиболее точных биомаркеров гиперви-
рулентности приводятся гены peg344, iroB, iucA и плаз-
мидный ген rmpA (prmpA). При этом наибольшее значе-
ние отводится метаболическому переносчику peg344, 
а комбинация генов peg344 и iucA повышала диагно-
стическую точность определения признака гипервиру-
лентности. Согласно этим критериям, все проанализи-
рованные нами 18 штаммов K. pneumoniae могут быть 
отнесены к гипервирулентным.

Lam M. и соавт. [30] оценивали гены иерсиниабак-
тина, колибактина и аэробактина в соответствии с кли-
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Среди исследованных нами гипервирулентных штам-
мов K. pneumoniae большинство относилось к клонам 
высокого эпидемического риска – ST15 (n = 4), ST23 
(n = 6), ST101 (n = 1) и ST395 (n = 6), которые широко 
распространены по всему миру, чаще всего вызывают 
внутрибольничные вспышки и характеризуются множе-
ственной лекарственной устойчивостью за счет продук-
ции БЛРС, карбапенемаз и других детерминант рези-
стентности, в том числе обеспечивающих устойчивость 
к колистину [49, 51]. На основании результатов фено-
типического теста устойчивость к колистину была выяв-
лена только у штаммов, относящихся к ST395.

В работе Lam M. и соавт. [30] предложено определе-
ние для K. pneumoniae индекса резистентности к АМП, 
который соответствует 0 – при отсутствии БЛРС и кар-
бапенемаз (независимо от резистентности к колистину), 
1 – при наличии БЛРС и отсутствии карбапенемаз (не-
зависимо от резистентности к колистину), 2 – при на-
личии карбапенемаз и отсутствии устойчивости к коли-
стину (независимо от БЛРС или мутаций в генах ompK), 
3 – при наличии карбапенемаз и резистентности к коли-
стину (независимо от БЛРС или мутаций в генах ompK).

Согласно данной классификации, индекс резистент-
ности 1 соответствовал штамму 5072, индекс рези-
стентности 2 – штаммам 1894, 1895, 1896, 675, 698, 
705, 2015, а индекс резистентности 3 – штаммам 1892, 
1897, 1900, 1901, 1447, 2031, 1842.

Помимо бета-лактамных антибиотиков, у гиперви-
рулентных штаммов K. pneumoniae отмечался высокий 
уровень устойчивости к аминогликозидам, сульфанила-
мидам и фторхинолонам, установленный как фенотипи-
ческими методами, так и выявлением широкого спектра 
генетических детерминант резистентности.

Заключение

Таким образом, обнаружение у пациентов перина
тальных центров гипервирулентных штаммов K.  pneu­
moniae с множественной лекарственной устойчивостью, 
в большинстве своем относящихся к клонам высокого 
эпидемического риска, свидетельствует о нарастающей 
биологической угрозе, связанной прежде всего с гори-
зонтальным переносом плазмид с детерминантами рези-
стентности и вирулентности, что обуславливает сложность 
терапии заболеваний, вызванных такими бактериями.

Исследование финансировалось за счет государ­
ственного задания Минздрава России «Изучение меха­
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формированием коллекции штаммов микроорганизмов и 
разработкой тест-системы, содержащей молекулярные 
маркеры новых механизмов резистентности условно-па­
тогенных микроорганизмов» (121111000032-4).
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