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Введение. Рост антибиотикорезистентности среди госпитальных штаммов Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) вызывает всё большую оза-
боченность во всём мире. На сегодняшний день появляется много данных о связи резистентных штаммов c гипервирулентностью клинических 
изолятов. Однако вопрос о распределении этих условных патогенов во внешней среде остаётся пока открытым.
Цель исследования – оценить и сравнить встречаемость детерминант устойчивости к антибиотикам у изолятов K. pneumoniae из водных ис-
точников (окружающей среды и сточных вод), человеческих источников (практически здоровых людей и пациентов с воспалительными заболе-
ваниями кишечника (ВЗК) и внекишечными инфекциями (EXII)).
Материалы и методы. ПЦР-детекцию генов карбапенемаз IMP, NDM, VIM, KPC, OXA-48 проводили с помощью коммерческих наборов  
«Амплисенс», согласно протоколу производителя. С помощью ПЦР-анализа оценивали частоту встречаемости генов антибиотикорезистент-
ности у 223 изолятов K. pneumoniae, выделенных из различных источников. Использовали 42 изолята из сточных вод, 19 изолятов из поверх-
ностных водных источников, 30 устойчивых к антибиотикам изолятов от пациентов с внекишечными инфекциями (ВКИ), 69 изолятов от 
пациентов с воспалительными заболеваниями кишечника, а также 63 изолята из кала здоровых людей.
Результаты. Среди изолятов внекишечных инфекций выявлены разнообразные гены антибиотикоустойчивости. Чаще других выявлялся тип ОХА 
(у 30% обнаружен только он, ещё у 26,6% он выявлен вместе с КРС или NDM). NDM в качестве единственного гена устойчивости обнаруживался 
у 23,3% изолятов из внекишечных инфекций. КРС, наиболее редкий тип генов устойчивости, показан у 3,3% изолятов из внекишечных инфекций. 
У двух изолятов из кала больных воспалительными заболеваниями кишечника помимо генов NDM были обнаружены гены VIM. В остальных группах 
K. pneumoniae из всех изученных генов бета-лактамаз была обнаружена только группа генов NDM (обнаружен у 13–28% изолятов в каждой группе, 
статистически достоверных различий между группами не выявлено). Была показана ассоциация генов NDM с генами вирулентности iutA и rmpA, 
отвечающими за поглощение железа и гипермукоидный фенотип.
Заключение. В исследованной выборке K. pneumoniae из различных источников наиболее распространённым вариантом резистентности к анти-
биотикам были NDM (13,5%) и ОХА (8%). При этом NDM в отличие от остальных генов устойчивости встречается во всех группах изолятов с 
частотой 11–28%. На примере гена металло-β-лактамазы NDM у K. pneumoniae мы наблюдаем ассоциацию между маркерами резистентности и 
маркерами вирулентности rmpA и iutA. Значительный процент резистентных штаммов у здоровых доноров и в поверхностных водах требует даль-
нейшего изучения роли NDM+ штаммов в патогенности выделенных K. pneumoniae.
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Introduction. The propagation of multi-resistance to antibiotics among hospital isolates of Klebsiella pneumoniae (K. pneumoniae) is a subject of growing 
concern worldwide. At present, growing data of association between resistance and hypervirulence in clinical isolates of K. pneumoniae emerges. However, the 
occurrence of these pathogens in the environment remains an open question. 
The aim of this study was to evaluate and compare antibiotic resistance determinants occurrence in Klebsiella pneumoniae isolates from water sources (environ-
mental and sewage), human sources (practically healthy people and patients with inflaammatory bowel disease (IBD), and extraintestinal infections (ExII)). 
Materials and methods. The PCR assay of carbapenemase genes IMP, NDM, VIM, KPC, OXA-48 was performed with the commercial “Amplisense” kits ac-
cording to the manufacturer's instructions. The assay was used to evaluate the occurrence of antibiotic-resistance genes in 223 isolates of Klebsiella pneumoniaе 
from various sources: 42 isolates from sewage, 19 isolates from surface water sources, 30 isolates from biological material (blood, urine, surgical wounds, bron-
choalveolar lavage) of patients with extraintestinal infections (ExII), 69 isolates from patients with inflammatory bowel diseases (IBD), and 63 isolates from 
faeces of practically healthy people. 
Results. The ExII group revealed various antibiotic resistance genes. The most prevalent gene was OXA (30% had this gene only, other 26,6% had also KPC or 
NDM). NDM as the only resistance gene was observed in 23,3% of ExII isolates. KPC gene was observed in 3,3% of ExII group. Two isolates from IBD group 
contained NDM gene along with VIM gene. Only NDM gene was found in all the other groups of Klebsiella pneumoniae isolates (13-28% isolates in every group, no 
statistical difference). NDM was shown to be associated with virulence genes iutA and rmpA that are responsible for iron consumption and hypermucoid phenotype. 
Conclusion. The most abundant resistance genes in the studied Klebsiella pneumoniae isolates were NDM (13.5%) and ОХА (8%). At the same time, NDM was the 
only gene found in all groups (11-28%). NDM metallobeta-lactamase gene was associated with rmpA and iutA genes, giving an example of the connection between 
virulence and resistance properties. A significant amount of resistant isolates from healthy donors and surface waters indicates the need for additional study of the 
role of NDM positive isolates in pathogenicity of Klebsiella pneumoniae.
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Введение

Рост антибиотикорезистентности среди госпитальных 
штаммов Klebsiella pneumoniae вызывает всё большую озабочен-
ность во всём мире. Повсеместное использование антибиотиков 
широкого спектра действия в больницах, сельском хозяйстве 
и аквакультуре может привести к загрязнению водной среды 
остатками антибиотиков и в конечном итоге вызвать появле-
ние устойчивых к антибиотикам сообществ K. pneumoniae [1].  
Большой интерес представляет распределение этих условных 
патогенов во внешней среде с точки зрения их характеристик 
как вирулентности, так и устойчивости к антибиотикам.

В России, как и во всём мире, наблюдается рост числа 
энтеробактерий, характеризующихся множественной лекар-
ственной устойчивостью к широко применяемым в терапии 
бета-лактамам. Наибольшую угрозу представляют карбапе-
нем-резистентные штаммы K. pneumoniae. Резистентность 

K. pneumoniae к карбапенемам осуществляется благодаря 
наличию β-лактамаз ESBL [2]. Также устойчивость штам-
мов K. pneumoniae к карбапенемам реализуется карбапе-
немазами: металло-β-лактамазами (IMP, VIM, NDM) [3], 
β-лактамазами, ингибируемыми клавулановой кислотой 
(NmcA, IMI, SME, GES и KPC) [4], и оксациллиназами рас-
ширенного спектра OXA-48 [5]. Особый вклад в устойчивость 
штаммов K. pneumoniae к антимикробным препаратам вносит 
эпидемически значимая металло-β-лактамазама NDM типа 
(New Delhi Metallo-β-lactamase), гидролизующая практиче-
ски все применяемые бета-лактамные антибиотики, кроме 
монобактамов (азтреонам). Существует 24 варианта NDM 
благодаря заменам аминокислот в белковой цепи фермента. 
Распространение данных генов среди K. pneumoniae осущест-
вляется путём горизонтального переноса генов посредством 
конъюгирующих плазмид, в составе которых показано нали-
чие различных вариантов NDM [6–8].
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На сегодняшний день в литературе описаны случаи 
распространения NDM+ штаммов K. pneumoniae во всём 
мире. Наибольшее распространение NDM-1 продуциру-
ющие штаммы K. pneumoniae (58%) получили в Китае и  
Индии [9]. Данных относительно распространения несущих 
NDM штаммов K. pneumoniae в России мало. В базе данных 
web-ресурса «AMRmap» (http://map.antibiotic.ru/), содер-
жащего результаты исследований Научно-исследователь-
ского института антимикробной химиотерапии (НИИАХ) 
Смоленского государственного медицинского университе-
та и Межрегиональной ассоциации по клинической микро-
биологии и антимикробной химиотерапии (МАКМАХ), на 
территории России в период с 2013 по 2018 г. были выяв-
лены 249 изолятов K. pneumoniae, несущие карбапенемазу 
NDM-типа.

Широкое распространение карбапенем-устойчивых 
штаммов K. pneumoniae, в том числе NDM положительных, 
по всему миру происходит благодаря отдельным эпидеми-
чески успешным группам, принадлежащим в основном к 
сиквенс-типам высокого риска ST258, SТ395, ST307 и др. 
Также в последнее время стали распространяться штаммы 
K. pneumoniae, несущие как гены резистентности, так и гены 
вирулентности, что придаёт таким штаммам преимущества 
для выживания и распространения [10, 11].

На сегодняшний день наиболее изучены такие факторы 
вирулентности K. pneumoniae, как компоненты капсулы, ли-
пополисахариды (LPC), системы утилизации ионов трёхва-
лентного железа, фимбрии и система утилизации аллантоина 
[12, 13]. Большую роль в распространении этих генетических 
детерминант играют мобильные генетические элементы, ко-
торые в результате горизонтального переноса передаются от 
штамма к штамму, а также между видами бактерий [7]. Таким 
образом, появляются штаммы супербактерий, в том числе и 
патогенные K. pneumoniae, представляющие серьёзную угро-
зу для жизни и здоровья как пациентов стационаров, так и 
населения в целом.

Одним из доказательств правомерности этих опасе-
ний может служить недавнее исследование госпитальной 
вспышки заражений гипервирулентными карбапенем-ре-
зистентными изолятами K. pneumoniae ST11 в Китае [14]. 
Эти изоляты содержали части гипервирулентной плазмиды 
pLVPK и ряд факторов вирулентности, ассоциированных с 
гипервирулентными штаммами, включая гены, кодирующие 
сидерофоры aer и ybt, а также ген регулятора мукоидного 
фенотипа rmpA. Тревожно то, что никакие антибиотики не 
были эффективны в лечении инфекций, вызванных этими 
штаммами.

По литературным данным выявлено широкое распро-
странение антибиотикорезистентных штаммов бактерий 
рода Klebsiella и высокий уровень содержания по всей аква-
тории водного объекта с сезонной динамикой и нарастанием 
численности от весны к осени, коррелирующее с динамикой 
содержания в воде патогенных энтеробактерий – сальмо-
нелл [15–17].

В связи с вышесказанным необходимость молекуляр-
но-генетического анализа штаммов K. pneumoniae в разных 
биотопах, включая внешнею среду, имеет ценность как для 
лечащих врачей, так и для врачей-эпидемиологов.

Нами было проведено изучение эпидемиологии штаммов 
K. pneumoniae, имеющих гены антибиотикоустойчивости, и их 
связь с маркерами гипервирулентности, обнаруженных в раз-
личных субпопуляциях: больничных изолятах, фекалиях па-
циентов с воспалительными заболеваниями кишечника, кале 
здоровых лиц, в сточных водах и поверхностных источниках.

Материалы и методы
Бактериальные изоляты. Для исследования использо-

ваны бактериальные изоляты из рабочей коллекции био-
банка ФГБУ «ЦСП» ФМБА России. Все выделенные изо-
ляты K. pneumoniae хранятся в рабочей коллекции ФГБУ 
«ЦСП» ФМБА в среде для длительного хранения живых 
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бактериальных клеток в условиях низких температур (Па-
тент на изобретение № 2019128097 от 06.09.2019 г.) при 
температуре минус 70 ○С.

В данной работе использованы 42 изолята K. pneumoniae, 
выделенных из сточных вод, 19 изолятов из поверхностных 
источников, 30 устойчивых к антибиотикам изолятов от па-
циентов с внекишечными инфекциями (ВКИ), выделены из 
крови (7), мокроты (8), бронхоальвеолярного лаважа (11), 
мочи (2) и гноя (1)), 69 изолятов от пациентов с воспалитель-
ными заболеваниями кишечника (ВЗК), а также 63 изолята 
из кала группы «практически здоровых» людей.

Исследование проб сточных и поверхностных источ-
ников выполняли в рамках исполнения темы «Научное 
обоснование алгоритма популяционного мониторинга 
циркуляции патогенов вирусной природы на урбанизи-
рованных территориях на основе их индикации в сточ-
ных водах» (Шифр «Стоки») Государственного контракта 
№ 0195100000219000284_315749.

Исследование биологического материала от людей было 
одобрено Локальным независимым этическим комитетом 
(протокол № 98А заседания Локального независимого эти-
ческого комитета ФГБУ «ГНЦК им. А.Н. Рыжих Минздрава 
России от 16.07.2018 г.).

Антибиотикочувствительность изолятов группы ВКИ, вы-
деленных от пациентов, проводили на автоматическом бакте-
риологическом анализаторе WalkAway 96 Plus в соответствии 
с актуальной версией Рекомендаций «Определение чувстви-
тельности к антимикробным препаратам» (размещены на ин-
тернет-портале главного внештатного специалиста Минздра-
ва России по клинической микробиологии и антимикробной 
резистентности – https://www.antibiotic.ru/minzdrav/ [18]).

Выделение ДНК. Культивированные бактериальные клет-
ки промывали стерильным физраствором, собирали центри-
фугированием, ресуспендировали в стерильном физрастворе 
и лизировали 15-минутным прогреванием при 70 ○С. Кле-
точный дебрис осаждали центрифугированием 10 мин при 
6000 об./мин, а надосадочную жидкость использовали для 
постановки ПЦР.

ПЦР-анализ. ДНК, выделенная из изолятов K. pneumoniae, 
была проанализирована на наличие генов резистентности 
к антибиотикам: металло-β-лактамазы (IMP, VIM, NDM), 
β-лактамазы, ингибируемыми клавулановой кислотой 
(KPC), и оксациллиназы расширенного спектра OXA-48.

Анализ проводили методом ПЦР с помощью коммер-
ческих наборов «АмплиСенс® MDR MBL-FL» (гены IMP, 
NDM, VIM), «АмплиСенс® MDR KPC/OXA-48-FL» (гены 
KPC, OXA-48) производства ЦНИИЭ Роспотребнадзора, со-
гласно инструкции производителя.

Статистический анализ. Анализ статистической досто-
верности различий представленности патогенных детерми-
нант между группами изолятов проводили с использованием 
программного обеспечения Statistica (Statsoft, Dell) методом 
критерия согласия Пирсона (хи-квадрат).

Результаты
Разнообразие генов резистентности было обнаружено у 

антибиотикоустойчивых изолятов от больных с внекишеч-
ными инфекциями (ВКИ): гены КРС, ОХА и NDM (рис. 1). 
Обращает на себя внимание, что у 16,6% мультирезистент-
ных штаммов гены карбапенемаз не были обнаружены, 26% 
изолятов имели по 2 гена резистентности, ген ОХА выявлял-
ся у максимального числа изолятов (30%), а ген NDM – 23%. 
Не было замечено статистических различий в распределении 
генов резистентности между изолятами из различных суб-
стратов (кровь, мокрота и другие биологические жидкости), 
что может быть обусловлено незначительностью выборок.

В группе ВЗК изолятов помимо генов NDM у двух изо-
лятов были обнаружены гены VIM.

В остальных группах K. pneumoniae из всех изученных 
генов бета-лактамаз была обнаружена только группа генов 
NDM (рис. 2).
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При статистическом анализе достоверных различий в 
распределении генов резистентности между группами изо-
лятов обнаружено не было. Показано значительное распро-
странение группы генов NDM во всех изученных выборках: 
от 13% в группе больных ВЗК до 28% в группе ВКИ. Макси-
мальное количество изученных генов наблюдалось в группе 
ВКИ (28%), одинаковое – в выборках от больных с ВЗК и 
группы здоровых доноров (13–15%), также не было различий 
между выборками из сточных вод и поверхностных источни-
ков (по 21%).

Была проведена оценка возможности сочетания у изо-
лятов K. pneumoniae устойчивости к антибиотикам и виру-
лентности. Для данной коллекции изолятов в наших пре-
дыдущих работах [19] было изучено наличие следующих 
патогенных детерминант: 3 сидерофора (ybtS, iutA, kfu); два 
гена, формирующих патогенный гипермукоидный фенотип 
(magA, rmpA); гены адгезина (mrkD), потенциально пато-
генного серотипа (k2), ген метаболизма аллантоина (allS). 
ПЦР-анализ производили с использованием синтетиче-
ских олигонуклеотидов, предложенных [20], для мульти-
плексного анализа.

Сопоставление данных наличия генов вирулентности с 
генами резистентности для всех изолятов представлено на 
рис. 3–5.

Анализ данных выявил статистически достоверную по-
ложительную корреляцию между генами вирулентности 
rmpA и iutA и карбапенемазой NDM (rmpA (Х = 4,2; p < 0,05) 
и iutA (Х = 12,1; р < 0,001).

Рис. 1. Спектр генов карбапенемаз (OXA, KPC и NDM), выявленных 
в группе внекишечных инфекционных изолятов K. pneumoniaе с 
антибиотикоустойчивым фенотипом.

Fig. 1. Profile of carbapenemase genes (OXA, KPC и NDM) found in 
antibiotic-resistant K. pneumoniaе isolates from extrainestinal infections.
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Рис. 2. Процентное содержание выявленных NDM-положительных изолятов в различных группах K. pneumoniaе. 

Fig. 2. Percentage of NDM-positive isolates in various groups of K. pneumoniaе. 

Рис. 3. Распределение генов вирулентности у NDM+ и у NDM– изоля-
тов K. pneumoniae (43 изолята NDM+ и 117 изолятов NDM–). 
NDM – Нью-Дели металло-бета-лактамазы.

Fig. 3. The distribution of virulence genes in NDM+ and NDM– isolates  
of K. pneumoniae (43 NDM+ isolates and 117 NDM– isolates). 
NDM – New Delhi metallo-beta-lactamases.
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Рис. 4. Распределение генов вирулентности у КРС+ и КРС– изолятов  
K. pneumoniae. KPC – карбапенемазы K. pneumonia.

Fig. 4. The distribution of Virulence genes in KPC+ and KPC– isolates of 
K. pneumoniae. KPC– K. pneumoniaе carbapenemases.
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данных литературы известно, что определяющим феноти-
пическим признаком гипервирулентных Kp является гипер-
мукоидный фенотип (ГМ). Этот фенотип легко выявляется 
«нитевым тестом»: колония бактерий на агаровой чашке мо-
жет быть растянута инокуляционной петлёй как минимум 
на 5 мм [31]. Различные варианты этого гена могут распола-
гаться как в плазмидной, так и в хромосомной части генома 
бактерий [32]. Другой ген вирулентности iutA, также ассоци-
ированный с карбапенемазой, вовлечён в систему поглоще-
ния железа, включающую секрецию сидерофоров (белков и 
пептидов, ответственных за захват и импорт ионов железа), 
также способен вносить вклад в патогенез, индуцируя вос-
паление и усиленный бактериальный рост [33]. В геноме 
клебсиелл кластер, включающий iutA, выявлялся в составе 
вирулентных конъюгирующих плазмид, причём в составе тех 
же плазмид мог обнаруживаться и ген rmpA [34].

Ассоциированность данных генов вирулентности и генов 
устойчивости NDM вполне объяснима, поскольку [35, 36] 
было показано, что у некоторых штаммов клебсиелл они 
находятся на одной вирулентной конъюгирующей плазми-
де. Для других штаммов показано одновременное наличие 
в конкретном изоляте отдельных плазмид, содержащих дан-
ные гены [37].

Заключение
Анализ материалов различных источников показал, 

что у K. pneumoniae наиболее распространённым вариан-
том резистентности к антибиотикам были NDM (13,5%) 
и ОХА (8%). При этом NDM в отличие от остальных генов 
устойчивости встречается во всех группах изолятов с часто-
той 11–28%. На примере гена металло-β-лактамазы NDM у 
K. pneumoniae наблюдалась ассоциация между маркерами 
резистентности и маркерами вирулентности rmpA и iutA. 
Значительный процент резистентных штаммов у здоровых 
доноров и в сточных и поверхностных водах требует даль-
нейшего изучения роли NDM+ штаммов в патогенности 
выделенных K. pneumoniae.

В настоящее время в условиях бесконтрольного исполь-
зования лекарственной терапии повышенное внимание 
привлекает к себе проблема загрязнения водной среды ле-
карственными препаратами и, как следствие, циркуляции 
лекарственноустойчивых бактериальных штаммов в сточных 
и поверхностных водах. Особое место в этом ряду занимают 
антибиотики, которые в процессе их очистки на канализа-
ционных очистных сооружениях полностью не удаляются из 
сточных вод и попадают в природные водоёмы и питьевую 
воду. В связи с малой изученностью остаются открытыми 
все аспекты данной проблемы: мониторинг антибиотиков в 
водах, взаимодействие с другими препаратами, оценка сте-
пени токсичности, определение эффективности методов их 
удаления из сточных вод при обеззараживании, их влияние 
на формирование антибиотикорезистентности и вирулент-
ности бактерий.

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2021-100-12-1366-1371

Оригинальная статья 

Обсуждение
Преимущественное выявление NDM-резистентных изо-

лятов во всех изученных выборках объясняется тем, что гены 
резистентности бактерий к антибиотикам различаются в за-
висимости от региона. NDM, впервые обнаруженные в связи 
с регионом Индии, были обнаружены как в госпитальных об-
разцах [21], так и во внешней водной среде [22]. Ближний Вос-
ток (Объединённые Арабские Эмираты, Ирак, Кувейт, Оман) 
считается крупным резервуаром NDM-продуцирующих клеб-
сиелл и иных представителей Enterobacteriaceae [6, 8]. Балка-
ны также были показаны как эндемичный регион для NDM-
изолятов клебсиелл [23]. В Европе (Германия, Швейцария, 
Италия) и Канаде отмечались вспышки заболеваний, вызван-
ных карбапенем-устойчивыми клебсиеллами, в том числе 
NDM, однако вопрос эндемичности для указанных регионов 
остаётся открытым [13, 24–26].

Достаточно высокое содержание NDM-изолятов в груп-
пе здоровых лиц и из поверхностных вод свидетельствует о 
широком распространении антибиотикоустойчивости, что 
несёт потенциальные риски для эпидемиологической ситуа-
ции. Ранее сообщалось также о выявлении генов NDM у изо-
лятов энтеробактерий от здоровых лиц из Китая и Нигерии 
[27, 28] и в речных водах Индии и Бангладеш [29, 30].

Вирулентный ген rmpA, ассоциированный с карбапе-
немазой NDM, – это ген гипермукоидного фенотипа, а из 
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Рис. 5. Распределение генов вирулентности у ОХА+ и у ОХА– изолятов 
K. pneumoniae. OXA – оксациллиназы.

Fig. 5. The distribution of Virulence genes in OXA+ and OXA– isolates of 
K. pneumoniae. OXA – oxacillinase.
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