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Аннотация
Введение. Klebsiella pneumoniae в микробиоте человека может быть представлена как комменсальными, 
так и высокопатогенными штаммами, например, с гипермукоидным фенотипом. Данный фенотип характе-
ризуется определёнными генетическими детерминантами, позволяющими выявить патогенный потенциал 
изолятов молекулярно-генетическим методом ПЦР. 
Цели и задачи: сравнить патогенный потенциал изолятов K. pneumoniae, полученных от «практически» 
здоровых лиц, пациентов с воспалительными заболеваниями кишечника (ВЗК), и штаммов, выделенных 
из биологического материала с внекишечными инфекциями (ВКИ), посредством детекции генов, связан-
ных с вирулентностью. 
Материалы и методы. Исследование проводили с применением набора олигонуклеотидов для мульти-
плексного анализа — 8 генов, предположительно ассоциированных с вирулентностью, с функцией захвата 
железа (ybtS, kfu, iutA), адгезии и инвазии (mrkD), гипермукоидного фенотипа и вирулентных штаммов 
(mrkD, magA, rmpA, k2) и метаболизма аллантоина — продукта расщепления пуринов и мочевой кислоты 
(allS). Анализу подвергли 69 изолятов, выделенных из микробиоты кишечника пациентов с ВЗК, 68 изоля-
тов из кишечной микробиоты «практически» здоровых людей и 25 мультирезистентных изолятов, выде-
ленных из крови, мочи, операционных ран, бронхоальвеолярного лаважа пациентов с ВКИ. 
Результаты. Установлено, что 4 из 8 исследованных генов были ассоциированы с различными болез-
ненными состояниями, диагностируемыми у пациентов. Ген сидерофора ybtS достоверно чаще встре-
чался у изолятов, выделенных как у больных с ВЗК (р = 0,024), так и с мультирезистентными ВКИ  
(p < 0,001). У изолятов ВЗК также достоверно чаще представлен ген гипермукоидного фенотипа  
rmpA (р = 0,038). У мультирезистентных внекишечных изолятов наиболее достоверно представлены адге-
зин mrkD (р ≤ 0,001) и allS (р = 0,032). 
Заключение. Изоляты K. pneumoniae от пациентов с ВКИ имели наибольший патогенный потенциал, а 
изоляты из кала «практически» здоровых лиц — наименьший. Наиболее часто встречающиеся гены виру-
лентности связаны с адгезией и гипермукоидным фенотипом.
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Abstract
Introduction. Klebsiella pneumoniae in human microbiota may appear as a part of commensal microbiota, and 
as hypervirulent pathogen, for example, hypermucoid pathotype. This pathotype is characterized by certain 
genetic determinants, leading to the possibility of detecting the pathogenic potential of isolates by PCR. 
Aim of the study: to evaluate and compare pathogenic potential of K. pneumoniae isolates from practically 
healthy people, patients with inflammatory bowel disease (IBD) and extraintestinal infections (ExII). 
Materials and methods. Testing was performed with the set of nucleotides for multiplex PCR analysis targeting 
eight potentially virulent genes with the following functions: ferrum uptake (ybsT, kfu, iutA), adhesion and invasion 
(mrkD), hypermucoid phenotype and virulent serotypes (mrkD, magA, rmpA, k2) and metabolism of allantoin 
(allS). PCR assay was used to screen Klebsiella pneumoniae isolates from feces of patients with IBD (69 isolates) 
and of practically healthy people (68 isolates), and multiresistant isolates from biological material (blood, urine, 
surgical wounds, bronchoalveolar lavage) of patients with extraintestinal infections (mrExII, 25 isolates). 
Results. Results of the testing demonstrated association of four of targeted determinants with the patients di-
agnoses. YbtS gene was significantly more often found in isolates from IBD (р = 0.024) and mrExII (p < 0.001) 
groups. RmpA gene was significantly more often detected in IBD group (р = 0.038). Extraintestinal infectious 
isolates were significantly (р ≤ 0.001) enriched with mrkD and allS genes (р = 0.032). 
Conclusion. The most potentially virulent group was isolated from patients with extraintestinal infections, the 
least virulent — isolates from feces of practically healthy people. The most frequently detected virulence genes 
were involved in adhesion and hypermucoid phenotype formation.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, hypermucoid phenotype, allantoine metabolism, siderophore, IBD, 
extraintestinal Klebsiella pneumonia
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чаев, когда K. pneumonia вызывала эпидемические 
вспышки [6, 7]. В последнее время предполагается 
участие K. pneumoniae в патогенезе различных вос-
палительных заболеваний кишечника (ВЗК) [8, 9].

Поскольку K. pneumoniae может быть как ча-
стью нормальной микробиоты кишечника, так и 
инфекционным агентом, для диагностики и лечения 
встаёт вопрос об участии в патогенезе заболевания 
конкретного изолята, выделенного от пациента. Па-
тогенность K. pneumoniae может быть обусловлена 
различными факторами, обеспечивающими защиту 
от атаки иммунной системы организма, способность 
к адгезии и инвазии в клетки хозяина, выработку ток-

Введение
Klebsiella pneumoniae является представите-

лем нормальной резидентной микрофлоры верхних 
дыхательных путей и желудочно-кишечного тракта 
у «практически» здоровых людей [1]. С другой сто-
роны, K. pneumoniae является клинически значимым 
условно-патогенным микроорганизмом и может по-
падать в организм человека как из внешней среды (в 
том числе с водой), так и в условиях внутрибольнич-
ного инфицирования [1–3]. K. pneumoniae способна 
поражать различные системы и органы при пневмо-
ниях, менингитах, инфекциях мочеполовых путей, 
абсцессах и инфекциях ран [4, 5]. Описан ряд слу-
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синов, а также устойчивость к антибиотикам [10–12]. 
Система поглощения железа, включающая секрецию 
сидерофоров (белков и пептидов, ответственных за 
захват и импорт ионов железа), также способна вно-
сить вклад в патогенез, индуцируя воспаление и уси-
ленный бактериальный рост [13]. 

В последние годы выделяют определённый па-
тотип гипервирулентных бактерий K. pneumoniae 
(hvKp). Изоляты клебсиелл, относящиеся к hvKp, 
способны вызывать кишечные и внекишечные по-
ражения (затрагивающие печень, лёгкие, мочеполо-
вые пути и т.д.) и распространяются как в обществе, 
так и в качестве госпитальных инфекций [10, 14].

Определяющим фенотипическим признаком 
hvKp является гипермукоидный фенотип. Он легко 
выявляется «нитевым тестом»: колония бактерий на 
агаровой чашке может быть растянута инокуляци-
онной петлей как минимум на 5 мм [15]. 

Другими признаками hvKp считаются устой-
чивость к антибиотикам [16], повышенный биосин-
тез полисахаридов бактериальной капсулы [17] и 
специфические серотипы бактериальной капсулы, 
а также повышенная продукция определённых си-
дерофоров [18]. Все эти признаки связаны с опре-
делёнными генами, находящимися как в плазмидах 
вирулентности, так и в мобильных элементах, инте-
грированных в геном бактерии [17]. Таким образом, 
по крайней мере предварительно, вирулентность 
бактерии может быть оценена не микробиологи-
ческими, биохимическими методами и тестами на 
животных, а методом генетического анализа с при-
менением полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Выявление корректных генов-мишеней у микроор-
ганизмов необходимо для разработки диагностиче-
ских наборов, планируемых для использования в 
клинических лабораториях, при эпидемиологиче-
ском мониторинге и в научных исследованиях. 

Цель работы — оценить патогенный потенциал 
изолятов K. pneumoniae, изолированных от «практи-
чески» здоровых лиц, пациентов с ВЗК, и штаммов, 
выделенных из биологического материала пациентов 
с внекишечными инфекциями (ВКИ) посредством 
детекции генов, связанных с вирулентностью. 

Материалы и методы 
Исследование проводили с применением набо-

ра олигонуклеотидов для мультиплексного анализа, 
предложенного F. Compain и соавт. [19], — 8 генов, 
предположительно ассоциированных с вирулентно-
стью, с функцией захвата железа (3 гена), адгезии и 
инвазии (3 гена), вирулентного серотипа и метабо-
лизма аллантоина (продукта расщепления пуринов 
и мочевой кислоты).

Изоляты и пациенты
Бактериальные изоляты получены из музейной 

коллекции Центра стратегического планирования 

ФМБА России. Изоляты K. pneumoniae были выде-
лены культуральным методом на плотных диффе-
ренциальных средах Эндо («HiMedia»), Агар BСР 
(«Conda»), Chromocult Conform Agar («Merck») из 
кала 69 пациентов с ВЗК и 68 «практически» здоро-
вых людей (без жалоб на проблемы с желудочно-ки-
шечным трактом). Изучены также 25 штаммов из 
раневых поверхностей, крови, мочи и бронхоальве-
олярного лаважа от пациентов с мультирезистент-
ными ВКИ (мрВКИ) со множественной устойчиво-
стью к антибиотикам, предоставленные НМНИЦ 
колопроктологии им. А.Н. Рыжих. 

Видовую идентификацию изолятов проводили 
методом матрично-активированной лазерной де-
сорбции/ионизации с времяпролётной масс-спек-
трометрией (MALDI-TOF MS) на анализаторе «Mic-
rooflex MALDI-TOF MS» («Bruker Daltonics GmbH 
& Co. KG») с использованием базы бактериальных 
белковых спектров и программного обеспечения 
«MALDI Biotyper» («Bruker Daltonics GmbH &  
Co. KG»). Идентификацию проводили согласно 
протоколу производителя, достоверным считали 
результат c Z-score > 2.

Критерии включения пациентов для группы 
ВЗК: 

• возраст старше 18 лет;
• диагностированное гастроэнтерологом ВЗК 

(язвенный колит или болезнь Крона);
• отсутствие антибиотикотерапии в течение 

последних 3 мес. 
Критерии включения пациентов для группы 

практически здоровых людей: 
• возраст старше 18 лет;
• отсутствие жалоб на здоровье в области же-

лудочно-кишечного тракта;
• нормальный стул;
• отсутствие антибиотикотерапии в течение 

последних 3 мес. 
У всех пациентов было получено доброволь-

ное информированное согласие на сбор материала 
и проведение исследования. Протокол исследова-
ния одобрено Локальным независимым этическим 
комитетом (протокол № 98А заседания Локального 
независимого этического комитета ФГБУ «ГНЦК 
им. А.Н. Рыжих» от 16.07.2018).

Все выделенные изоляты K. pneumoniae хра-
нятся в рабочей коллекции ЦСП ФМБА в среде для 
длительного хранения живых бактериальных кле-
ток при –70ºС1.

Выделение ДНК
Культивированные бактериальные клетки про-

мывали стерильным физиологическим раствором, 
собирали центрифугированием, ресуспендировали 
в стерильном физрастворе и лизировали прогрева-

1 Патент на изобретение № 2019128097 от 06.09.2019.
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нием при 70ºС в течение 15 мин. Клеточный дебрис 
осаждали центрифугированием в течение 10 мин 
при 6000 об/мин, а надосадочную жидкость, содер-
жащую бактериальную ДНК, использовали для по-
становки ПЦР.

ПЦР-анализ
ПЦР-анализ проводили на приборе «Bio-Rad 

Thermal Cycler T100» («Bio-Rad Laboratories, Inc.») 
с использованием синтетических олигонуклеоти-
дов, предложенных F. Compain и соавт. [19], для 
мультиплексного анализа (табл. 1) и реактивов на-
бора для ПЦР с Taq-полимеразой (PK114, «Евро-
ген») согласно протоколу производителя.

Условия реакции: 15 мин при 95ºС, 30 циклов 
(95ºС 30 с, 60ºС 90 с, 72ºС 60 с), финальная стадия 
элонгации 72ºС 10 мин [19]. 

Продукты реакции детектировали методом 
электрофореза в 1,2% агарозном геле на трис-бо-
рат-ЭДТА буфере с окрашиванием бромистым эти-
дием. Детекцию производили с помощью системы 
«BioRad Gel-detection» («Bio-Rad Laboratories, Inc.»).

Статистический анализ
Анализ статистической достоверности разли-

чий представленности генов K. рneumoniae, связан-
ных с вирулентностью, между группами изолятов 
проводили с помощью программного обеспечения 
«Statistica» («Statsoft») методом критерия согласия 
Пирсона (χ2) [20].

Результаты
Результаты исследования наличия генов-ми-

шеней у выборки из 69 изолятов от больных ВЗК,  
68 изолята из кала «практически» здоровых людей и 
25 изолятов от пациентов с ВКИ приведены на ри-
сунке. 

Статистические различия между группами 
изолятов, выделенных от больных с ВЗК, ВКИ, об-
условленными K. pneumoniae и группой изолятов, 
выделенных от «практически» здоровых лиц, пред-
ставлены в табл. 2.

Ген сидерофора ybtS обнаруживался в изучае-
мых группах с достоверно различной частотой —  
у 88% изолятов мрВКИ, у 46,4% ВЗК и ещё реже у 
изолятов от «практически» здоровых — 26,5%. От-
вечающий за транспорт железа ген kfu выявлялся во 
всех исследуемых группах без статистически зна-
чимых отличий (8–13% изолятов). Сидерофор iutA 
не выявлен у мрВКИ и найден всего у 1,4% ВЗК, в 
то же время обнаруживается у 7,4% здоровых изо-
лятов из кала. 

Ген mrkD, кодирующий фимбриальный ад-
гезин 3-го типа, обеспечивающий прикрепление 
клебсиелл к целому ряду тканей человека, выявлен 
у ~49,3% изолятов ВЗК, у 45,5% здоровых и у 92% 
изолятов ВКИ. 

Ген k2, ассоциированный с К2-серотипом бак-
териальной капсулы, встречался во всех исследуе-
мых группах изолятов из кала — как здоровых, так 
и ВЗК и мрВКИ, без статистических различий. 

Таблица 1. Используемые в работе последовательности для синтетических олигонуклеотидов
Table 1. Specific oligonucleotides sequences used in PCR assay

Ген-мишень 
ПЦР

Target gene
Функция белка — продукта гена-мишени

Function of protein — product of target gene
Название олигонуклеотида

Oligonucleotide title
Последовательность олигонуклеотида

Oligonucleotide sequence

entB Сидерофор
Siderophore

entB_for
entB_rev

GTC AAC TGG GCC TTT GAG CCG TC
TAT GGG CGT AAA CGC CGG TGA T

ybtS Сидерофор
Siderophore

ybtS_for
ybtS_rev

GAC GGA AAC AGC ACG GTA AA
GAG CAT AAT AAG GCG AAA GA

kfu Транспорт железа и функция  
фосфотрансферазы

Iron transport and phosphotransferase function

kfu_for
kfu_rev

GGC CTT TGT CCA GAG CTA CG
GGG TCT GGC GCA GAG TAT GC

iutA Сидерофор
Siderophore

iutA_for
iutA_rev

GGG AAA GGC TTC TCT GCC AT
TTA TTC GCC ACC ACG CTC TT

mrkD Адгезин 3-го типа
Adhesin 3 type

mrkD_for
mrkD_rev

AAG CTA TCG CTG TAC TTC CGG CA
GGC GTT GGC GCT CAG ATA GG

magA Ассоциирован с К1-серотипом  
и гипермукоидным фенотипом

Associated with K1 serotype  
and hypermucoid phenotype

magA_for
magA_rev

GGT GCT CTT TAC ATC ATT GC
GCA ATG GCC ATT TGC GTT AG

rmpA Ген гипермукоидного фенотипа
Нypermucoid phenotype gene

rmpA_for
rmpA_rev

CAT AAG AGT ATT GGT TGA CAG
CTT GCA TGA GCC ATC TTT CA

k2 K2-серотип капсулы
K2 capsule serotype

K2_for
K2_rev

CAA CCA TGG TGG TCG ATT AG
TGG TAG CCA TAT CCC TTT GG

allS Метаболизм аллантоина
Allantoine metabolism

allS_for
allS_rev

CAT TAC GCA CCT TTG TCA GC
GAA TGT GTC GGC GAT CAG CTT
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Ген, связанный с гипермукоидным фенотипом 
K. pneumoniae (rmpA), не обнаружен во внекишеч-
ных изолятах, а среди кишечных чаще встречаются 
у изолятов, выделенных из ВЗК (10,1%). Хромосо-
мный ген magA, ассоциированный с гипермукоид-
ным фенотипом, встречается только у ВЗК-изоля-
тов (4,3% из выборки). 

Интересно, что ген allS достоверно чаще  
(χ2 = 4,9; р = 0,032) встречался в группе внекишеч-
ных изолятов (13,8% в сравнении с 1,4–1,6 у изоля-
тов, выделенных из кала). 

Обсуждение
Из 4 изученных генов сидерофоров только ybtS 

показал значимые отличия для исследуемых групп. 
Он достоверно чаще встречался у изолятов, вы-
деленных от больных с ВЗК (р = 0,024) и мрВКИ  
(p < 0,001), в сравнении с изолятами, выделенными 
у «практически» здоровых людей. Основная функ-
ция сидерофоров заключается в переводе железа, 
связанного с белками или водонерастворимыми 

соединениями, в доступную для микроорганизмов 
ионную форму Fe3+. Большинство аэробных и фа-
культативно-анаэробных микроорганизмов синте-
зируют хотя бы один сидерофор. В ряде исследова-
ний также выявлена связь сидерофоров с вирулент-
ностью микроорганизмов [13].

Ген гипермукоидного фенотипа rmpA досто-
верно (р = 0,038) чаще встречался у изолятов, выде-
ленных из кала пациентов с ВЗК, отличая эту груп-
пу как от группы обследованных «практичес ки» 
здоровых, так и от пациентов с мрВКИ. Действи-
тельно, инвазивные способности hvKp считаются 
ассоциированными с гипермукоидностью — спо-
собностью формировать мукоидную нить повы-
шенной длины (более 5 мм) и вязкости. Ген rmpA 
регулирует синтез внеклеточных полисахаридов, 
а ген magA отвечает за полимеризацию капсулы 
[21, 22]. Обнаружение этих генов только у бакте-
рий, изолированных из кала больных, может быть 
связано с тем, что гипермукоидный фенотип пре-
доставляет преимущества в случае колонизации 

Доля изолятов, выделенных из кала «практически» здоровых людей, больных ВЗК и ВКИ,  
содержащих потенциально опасные гены K. рneumoniae. 

Ген entB использовался как положительный контроль прохождения реакции и выявлялся во всех исследуемых образцах.
Percentage of K. рneumoniae isolates with potentially virulent genes from healthy people,  

IBD patients and multiresistant ExII isolates. 
EntB gene was used as a positive control of reaction and was present in all studied isolates.
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Таблица 2. Результаты статистического анализа данных методом критерия согласия Пирсона (χ2)
Table 2. Statistical evaluation of PCR assay results by Pearson's χ2 test

Сравниваемые группы
Compared groups

Исследуемые гены / Target genes

ybts magA rmpA mrkD alls K2 iutA
ВЗК/«практически» здоровые
IBD/"practically healthy"

χ2 = 5,8  
(p < 0,05)
р = 0,024

χ2 = 2,5
(p > 0,05)

χ2 = 4,6  
(p < 0,05)
р = 0,038

χ2 = 0,025
(p > 0,05)

χ2 = 0,004
(p > 0,05)

χ2 = 0,004
(p > 0,05)

χ2 = 3,17
(p > 0,05)

мрВКИ/«практически» здоровые
mrExII/"practically healthy"

χ2 = 28,2  
(p < 0,01)
p < 0,001

χ2 = 0
(p > 0,05)

χ2 = 0,787
(p > 0,05)

χ2 = 16,2  
(p < 0,01)

р = < 0,001

χ2 = 4,9  
(p < 0,05)
р = 0,032

χ2 = 0,865
(p > 0,05)

χ2 = 2,036
(p > 0,05)

Примечание. Для гена kfu не выявлено статистически значимых отличий между исследуемыми группами.
Note. For kfu gene no statistical difference was found between the studied groups.
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на слизистых поверхностях. Ряд исследователей 
предполагают, что колонизация кишечника — это 
обязательная первичная стадия инфицирования ор-
ганизма, даже если инфекция проявляется в иных 
локализациях [23, 24]. С кишечной колонизацией 
связывают также предполагаемые пути эпидемиче-
ского распространения hvKp [25]. Есть сообщения о 
более частой встречаемости гена rmpA у кишечных 
изолятов в сравнении с внекишечными (в том чис-
ле из мочи и мазков слизистой оболочки зева) [26].  
С другой стороны, имеются исследования, в кото-
рых показано наличие связи гена rmpA именно с 
ВКИ и системной инфекцией [27]. 

При анализе генов, чаще встречающихся у 
мультирезистентных штаммов от больных с мрВКИ, 
выявлены 3 гена, статистически чаще встречающи-
еся у изолятов данной группы больных в сравнении 
с «практически» здоровыми: ybtS (p < 0,001), mrkD  
(р < 0,001) и allS (p < 0,05). Об ассоциированности си-
дерофоров и генов метаболизма аллантоина с муль-
тирезистентностью гипермукоидных  клебсиелл,  
выделенных в России, сообщалось ранее [28, 29].

Ген mrkD [30] функционирует как адгезин 
3-го типа, участвуя в образовании биоплёнки на 
покрытых коллагеном поверхностях, в том числе 
внеклеточном матриксе клеток бронхиального эпи-
телия. Показана его ассоциация с госпитальными  
инфекциями, в особенности верхних дыхательных 
путей [31].

Ген allS (регулирующий метаболизм алланто-
ина), который достоверно чаще (р = 0,032) встре-
чался в группе внекишечных изолятов, по данным 
литературы, также более распространён во внеки-
шечных штаммах K. pneumoniae, чем в остальных 
[32–34]. Он входит в состав оперона, отвечающего 
за метаболизм аллантоина. Продукты этих генов 
обеспечивают усвоение азота из экзогенного аллан-
тоина, продукта катаболизма пуринов. Этот оперон 
обнаруживается и у других инфекционных пред-
ставителей бактерий семейства Enterobacteriaceae 
(Salmonella typhimurium [35], Escherichia coli [36]). 
Генетический анализ данного оперона позволяет 
предположить, что он может являться «островком 
патогенности», мобильным вирулентным элемен-
том генома. Непосредственная функция данных ге-
нов в патогенезе не ясна, предполагается, что они 
важны при распространении инфекции из желудоч-
но-кишечного тракта в печень и иные внекишечные 
локализации [34].

Заключение
Применение метода мультиплексной ПЦР для 

анализа генов, потенциально отвечающих за виру-
лентность и патогенность штаммов K. pneumoniae, 
показало ассоциацию 4 из 8 исследованных генов, 
связанных с болезненными состояниями пациен-
тов, которые, по-видимому, обеспечивают преиму-

щество перед другими видами микроорганизмов 
микробиоты человека и могут влиять на развитие 
патологического процесса. Это может иметь зна-
чение как для врачей-клиницистов, так и для вра-
чей-эпидемиологов.

Ген сидерофора ybtS достоверно чаще встре-
чался у изолятов, полученных из биологического 
материала от больных как ВЗК, так и с мрВКИ.  
У изолятов, выделенных из кала у пациентов с ВЗК, 
также достоверно чаще представлен ген гиперму-
коидного фенотипа rmpA. У внекишечных изоля-
тов наиболее достоверно представлены 2 гена из 
изучен ных: адгезин 3-го типа mrkD и ген, отвечаю-
щий за метаболизм аллантоина, allS. 

Таким образом, при изучении наличия генов, 
предположительно ассоциированных с патоген-
ностью, у изолятов K. pneumoniae, выделенных из 
микробиоты больных и «практически» здоровых 
людей с применением метода мультиплексной ПЦР, 
получены достоверные результаты, показывающие, 
что наличие у изолятов K. pneumoniae генов ybtS и 
rmpA может быть ассоциировано с ВЗК, а наличие 
у K. pneumoniae генов ybtS, mrkD и allS — с возник-
новением внекишечных заболеваний, в том числе 
сепсиса.
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