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Аннотация
Введение. Klebsiella pneumoniae, продуцирующие карбапенемазы и относящиеся к международным кло-
нам особого риска, адаптируясь к условиям стационара, эволюционируют в конвергентные патотипы. Та-
кие варианты сочетают признаки двух генетических линий: множественно резистентной (MDR) и гиперви-
рулентной. Патотипы, наряду с MDR K. pneumoniae, при системной инфекции представляют особую угрозу 
для пациентов раннего возраста. 
Цель исследования — подробный молекулярно-генетический анализ MDR-изолятов K. pneumoniae, 
выявленных при мониторинге резистентных грамотрицательных бактерий в НМИЦ здоровья детей  
в 2014–2021 гг.
Материалы и методы. Проведено полногеномное секвенирование с последующим биоинформационным 
анализом 8 MDR-изолятов из крови и ликвора.
Результаты. MDR-изоляты относились к 4 сублиниям (SL): SL307, SL395, SL29 и SL1198. В геномах  
6 пан-резистентных (PDR) изолятов выявили гены устойчивости ко всем категориям антибиотиков, ре-
комендованных для терапии Enterobacteriaceae. Плазмиды, присутствовавшие во всех геномах, помимо 
генов антибиотикорезистентности, в 6 изолятах содержали опероны устойчивости к ионам тяжёлых ме-
таллов. В переносе генов резистентности участвовали также профаги в составе плазмид. Изолят ST395 
из ликвора по показателям резистентности и вирулентности относился к конвергентному патотипу. Сопо-
ставление геномов внутри SLs выявило рекомбинационные события в областях K- и O-локусов и оперона 
иерсиниябактина. 
Заключение. В выборке резистентных изолятов K. pneumoniae, выделенных из кровотока и ликвора, об-
наружили 6 изолятов PDR, один из которых относится к конвергентному патотипу ST395.

Kлючевые слова: Klebsiella pneumoniae, полногеномное секвенирование, устойчивость к карбапене-
мам, бета-лактамазы расширенного спектра действия, множественная устойчивость к антибиоти-
кам, вирулентность, плазмиды, профаги
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Abstract
Introduction. Carbapenemase-producing Klebsiella pneumoniae (CP-Kp), which are international high-risk 
clones, have become a problem of utmost importance. CP-Kps, adapting to the hospital environment, evolve 
into convergent pathotypes. Such variants combine traits of two genetic lineages: multidrug resistant (MDR) and 
hypervirulent. The pathotypes, along with MDR K. pneumoniae, pose an exceptional threat to young patients 
during systemic infection. 
The objective of this study is the detailed molecular genetic analysis of MDR isolates of K. pneumoniae detected 
during the monitoring of resistant Gram-negative bacteria at the National Medical Research Center for Children’s 
Health in 2014–2021.
Materials and methods. Whole-genome sequencing with a subsequent bioinformatics analysis of eight MDR 
isolates from the bloodstream and cerebrospinal fluid.
Results. MDR isolates belonged to 4 sublineages (SL): SL307, SL395, SL29 and SL1198. In the genomes of 6 
pangrug-resistant (PDR) isolates, genes associated with resistance to all categories of antibiotics recommended 
for Enterobacteriaceae therapy were identified. Plasmids were present in all genomes. In 6 isolates, plasmids 
contained heavy metal ion resistance operons in addition to antibiotic resistance genes. Prophages within the 
plasmids were also involved in the transfer of resistance genes. The ST395 isolate from the cerebrospinal fluid 
belonged to the convergent pathotype in terms of resistance and virulence. Comparison of genomes within SLs 
revealed recombination events in the K- and O-locus regions and the Yersiniabactin operon. 
Conclusion. Thus, in a sample of resistant K. pneumoniae isolated from bloodstream and cerebrospinal fluid,  
6 PDR isolates were detected, one of which belongs to the convergent pathotype ST395.

Keywords: Klebsiella pneumoniae, whole genome sequencing, cabapenem resistance, extended-spectrum 
beta-lactamases, multidrug resistance, virulence, plasmids, prophages
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Введение
Среди энтеробактерий, ставших причиной вну-

трибольничных инфекций, Klebsiella pneumoniae 
занимает лидирующее положение в России [1]. 
Вызывает обеспокоенность рост доли устойчивых 
к карбапенемам K. pneumoniae и выявление изоля-
тов, в геномах которых одновременно присутству-
ют гены карбапенемаз разных классов (A, B, D) [1] 
(carbapenemase-producing, CP-Kp). По данным за 

2020 г., CP-Kp в России принадлежали клональным 
группам (CG, clonal group) CG395, CG11, CG147 
и CG307 [1], относящимся к международным кло-
нам особого риска. CP-Kp ST395 превалируют при 
инфекциях кровотока у пациентов с гематологи-
ческими злокачественными новообразованиями 
(37,7%) [2], пациентов нейрохирургии и отделений 
реанимации и интенсивной терапии (27,1%) [3], 
вызывают тяжёлые системные инфекции [4]. На-
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циональная система мониторинга антибиотикоре-
зистентности AMRmap1 позволила выявить с 2013 
по 2018 г. 108 изолятов CP-Kp ST395, вошедших 
в международное геномное исследование, которое 
показало появление в CG395 конвергентного па-
тотипа, сочетающего маркеры резистентности и 
гипервирулентности [5]. Впервые о конвергенции 
признаков двух генетических линий K. pneumoniae: 
множественно резистентной (Multy Drug Resistance, 
MDR) и гипервирулентной (hvKp) сообщили D. Gu 
и соавт. в отношении изолята ST11 [6]. Р. Starkova и 
соавт. исследовали конвергентные (CP-hvKp) изоля-
ты ST15, ST147, ST395, ST874, выделенные в кли-
никах Санкт-Петербурга, и показали наличие в них 
гибридных плазмид, несущих гены вирулентности 
и NDM β-лактамазу [7]. Наряду с плазмидами, дру-
гие мобильные генетические элементы: фаги, ин-
тегроны, транспозоны, способствуют эволюции ге-
номов бактерий [8]. Конъюгативным транспозонам 
(интегративным конъюгативным элементам, ICE) 
отводится особая роль в горизонтальном транспор-
те генов K. pneumoniae [9]. 

Высокая скорость адаптации и эволюции  
K. pneumoniae в условиях стационаров представ-
ляет особую угрозу для пациентов раннего возрас-
та, нуждающихся в оперативном вмешательстве.  
Инфекции кровотока у таких пациентов приво-
дят к неблагоприятному клиническому прогнозу 
[10]. В задачу нашего исследования входил анализ 
MDR-изолятов K. pneumoniae, выделенных из кро-
ви и ликвора пациентов НМИЦ здоровья детей в 
2014–2021 гг. 

Материалы и методы

Материалы

Изучали 8 культур K. pneumoniae (табл. 1), 
выделенных из кровотока и ликвора в НМИЦ здо-
ровья детей и НИИ неотложной детской хирургии 
и травматологии в ходе мониторинга лекарствен-
ной устойчивости внутрибольничных изолятов  
K. pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudo
monas aeruginosa (KAP) в 2014–2021 гг. Исследова-
ние проводили при добровольном информирован-
ном согласии пациентов и их законных представи-
телей, протокол исследования одобрен Локальным 
этическим комитетом НМИЦ здоровья детей (про-
токол № 5a от 02.06.2022). 

Культуры характеризовались фенотипической 
MDR, широкой (Extremely Drug Resistance, XDR) 
или пан-резистентностью (Pan Drug Resistance, 
PDR) в отношении категорий антибиотиков, реко-
мендованных EUCAST для Enterobacteriaceae [11, 
12], и в соответствии с критериями EUCAST [11].

1 База данных AMRmap. URL: https://AMRmap.ru Та
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Методы

Культивирование K. pneumoniae выполняли 
на кровяном и Uri-select агаре («BioRad») при 37ºС 
в течение 24–48 ч. Для идентификации использо-
вали масс-спектрометр «MALDI-TOF» («Bruker 
Daltonics»).

Минимальные ингибирующие концентрации 
(minimum inhibitory concentration, MIC) определяли 
методом микроразведений в отношении антими-
кробных препаратов следующих категорий: 

1) аминогликозиды: гентамицин, тобрамицин, 
амикацин, нетилмицин; 

2) карбапенемы: имипенем, меропенем; 
3) цефалоспорины расширенного спектра (3 и 4 

поколений): цефалоспорин, цефепим;
4) фторхинолоны: ципрофлоксацин, левофлокса-

цин; 
5) ингибиторы метаболизма фолатов: тримето-

прим/сульфаметоксазол; 
6) монобактамы: азтреонам; 
7) фосфоновые кислоты: фосфомицин; 
8) полимиксины: колистин (полимиксин Е), поли-

миксин В; 
9) пенициллины с ингибиторами β-лактамаз: ти-

карциллин/клавуланат, пиперациллин/тазобак-
там.
ДНК из изолятов выделяли по методике [13], 

дополненной очисткой от полисахаридов с помо-
щью CTAB (cetyltrimethylammonium bromide).

Библиотеки ДНК готовили по протоколу 
«Nextera DNA Flex Library Prep» («Illumina») и секве-
нировали на приборе «NextSeq 500/550» («Illumina»), 
используя картридж «Mid Output 300 cycles».

Для сборки геномов применяли «CLC Genomic 
Workbench v.21.0.1» («Qiagen») и «SPAdes v. 3.13.0»2. 
Для визуализации результатов сборки репликонов 
и сравнения геномов использовали «CGView Ser  -
ver»3 [14]. Аннотацию выполняли с помощью Ra -
pid Annotations Subsystems Technology [15] и NCBI  
Pro karyotic Genome Annotation Pipeline [16]. Для по-
иска областей профагов использовали «PHASTER»4 
[17]. Результаты полногеномного сек ве нирования 
депонировали в GenBank в биопроект PRJNA561493 
под номерами, представленными в табл. 1.

Анализ геномных данных проводили с по-
мощью ресурсов платформы «Pathogenwatch 
v. 21.0.0»5, позволяющей взаимодействовать с 
«Kleborate v. 2.2.0»6 [18] — ресурсом, специально 
разработанным для исследования K. pneumoniae 

2 St. Petersburg genome assembler, Russia. 
 URL: http://cab.spbu.ru/software/spades
3 CGView Server. 
 URL: http://stothard.afns.ualberta.ca/cgview_server
4 PHAge Search Tool Enhanced Release. URL: https://phaster.ca
5 Pathogenwatch v. 21.0.0. URL: https://pathogen.watch
6 Kleborate v. 2.2.0. 
 URL: https://github.com/klebgenomics/Kleborate/wiki

complex. С помощью «Kleborate v. 2.2.0» опреде-
ляли генотип в контексте генов MLST (MultiLocus 
Sequence Typing), факторы вирулентности: иер-
синиябактин (ybt), аэробактин (iuc), колибактин 
(clb), сальмохелин (iro), гипермукоидность (rmpA, 
rmpA2), детерминанты антимикробной резистент-
ности. С обращением к сайту Kaptive7 [19] опреде-
ляли аллели гена wzi, типировали K-локусы (капсу-
ла) и O-локусы (липополисахарид). 

Критерии, разработанные «Kleborate v. 2.2.0», 
использовали для оценки степени вирулентности 
и резистентности (virulence score, antimicrobial 
resistance score).

Для вирулентности: 
• степень 5 — ybt, iuc, clb;
• степень 4 — ybt, iuc; 
• степень 3 — iuc; 
• степень 2 — ybt, clb (или только clb); 
• степень 1 — ybt; 
• степень 0 — все отсутствуют. 
Для резистентности: 
• степень 3 — карбапенемазы и устойчивость 

к колистину; 
• степень 2 — карбапенемазы; 
• степень 1 — β-лактамазы расширенного 

спектра без карбапенемаз; 
• степень 0 — отсутствие β-лактамаз расши-

ренного спектра [18].
Для анализа расширенного спектра факторов 

вирулентности использовали базу данных VFDB8 
[20]. К веб-платформе BIGSdb-Pasteur9 обращались 
для уточнения генотипов для ybt, iuc, clb, а также 
для выявления локусов резистентности к ионам тя-
жёлых металлов.

Более полный спектр генов резистентности 
определяли с помощью ресурса CARD10 [21], а так-
же BV-BRC11, образованного на основе PATRIC [22]. 

PlasmidFinder 2.112 [23] использовали для вы-
явления групп несовместимости (incompatibility, 
Inc) репликонов плазмид. 

Результаты
В ходе мониторинга лекарственной устойчи-

вости внутрибольничных изолятов K. pneumoniae, 
A. baumannii, P. aeruginosa (KAP) в двух многопро-
фильных детских стационарах: НМИЦ здоровья 
детей и НИИ неотложной детской хирургии и трав-

7 Kaptive. URL: https://kaptive-web.erc.monash.edu/
8 Virulence factor database. URL: http://www.mgc.ac.cn/VFs
9 Institut Pasteur Klebsiella pneumoniae species complex. 
 URL: https://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella
10 Comprehensive Antibiotic Resistance Database. 
 URL: https://card.mcmaster.ca
11 Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center. 
 URL: https://www.bv-brc.org
12 PlasmidFinder 2.1. 
 URL: https://cge.food.dtu.dk/services/PlasmidFinder
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матологии, в 2014–2021 гг. выделили 685 культур из 
кровотока и ликвора. K. pneumoniae составила 9,2% 
(63 изолята). Восемь изолятов, представленных в 
табл. 1, отличались устойчивостью ко множествен-
ным категориям антибиотиков. Изоляты пациентов 
P8–P12, P18 были PDR, по данным MIC, для всех 9 
категорий антибиотиков. От пациента P17 исследо-
вали 2 изолята, выделенных с разницей в 3 нед. Оба 
изолята (табл. 2) были чувствительны к фторхино-
лонам (к левофлоксацину при увеличенной экспо-
зиции). Первый по времени выделения был, кроме 
того, чувствителен к ингибиторам метаболизма 
фолатов, а также показывал MIC в отношении по-
лимиксина B, соответствующую пограничному зна-
чению резистентности. Таким образом, этот изолят 
можно признать MDR, а второй — XDR. Из 8 изо-
лятов 7 выделили из кровотока, а один (P8) — из 
спинномозговой жидкости. Отметим, что пациен-
ты, за исключением P12 (8 лет), были в возрасте 
до 1 года, преимущественно имели генетически 
обусловленные заболевания, приводящие к поро-
кам развития, требующим хирургического вмеша-
тельства. P8 имел тяжёлую сочетанную травму, 
P12 — системный васкулит, сопровождавшийся 
гемолитико-уремическим синдромом. В 2 случаях 
(P10 и P12) зафиксирован летальный исход. Для 
выявления механизмов резистентности и анализа 
факторов вирулентности 8 изолятов исследовали с 
помощью полногеномного секвенирования.

Основные характеристики резистентных 
изолятов. Все 8 изолятов относились к филогруппе 
Kp1 и подразделялись на 4 сублинии (SL) (табл. 1),  
из которых 2 (307 и 395) относятся к наиболее пред-
ставленным у нозокомиальных K. pneumoniae в Рос-
сии [1]. Три сублинии включали по одной CG. SL29 
была представлена двумя CG. Несмотря на то что 
ST985 отличается по одному локусу (gapA) аллель-
ного профиля от ST29 (single locus variant, SLV), он 
относится к другой клональной группе — CG985. 

Отметим, что в CG307 ST2975 также является SLV 
ST307 по локусу rpoB.

Изоляты SL29 имели одинаковый вариант 
О-антигена — O1/O2v2. Такой же вариант характе-
рен для изолятов ST307 и ST395 P8. Другой изолят 
ST395 (P18) имел О-антиген O1/O2v1. Разные вари-
анты О-антигена определяются мономером, состав-
ляющим полисахарид. В варианте 1 — d-galactan I,  
в варианте 2 — d-galactan III [24]. Таким образом, 
даже геномы изолятов одного генотипа могут разли-
чаться структурой оперона, отвечающего за О-анти-
ген. У изолятов P17 свой вариант — O3b, но так же, 
как и варианты О1/О2, превалирующий у изолятов, 
вызывающих заболевания человека [24]. У изолята 
ST2975 О-антиген новый, потому назван OL102 по 
номеру капсульного антигена. 

Капсульные полисахариды, напротив, различа-
ют изоляты SL29, но одинаковы у изолятов ST395. 
У изолятов SL307 новый KL-тип — KL102. Кроме 
того, если у изолята ST2975 капсульный оперон 
представлен полностью, то в геноме изолята ST307 
из генов 5’-конца оперона (galF, cpsACP, wzi, wza, 
wzb, wzc) есть только полноценный cpsACP. Ген 
galF является псевдогеном, а ещё 4 гена, а также 
следующий за ними wbaP, отсутствуют. Ген wbaP 
кодирует гликозилтрансферазу, которая иницииру-
ет синтез капсульного полисахарида, перенося га-
лактозу-1-фосфат на акцептор удепренил-фосфат.  
В отсутствие этого фермента синтез капсулы невоз-
можен [25]. Гены wzi, wza отвечают за белки-каналы 
наружной мембраны, а wzc, wzb — за регуляторы 
полимеризации и транспорта полисахаридов капсу-
лы на поверхность бактериальной клетки.

Опероны фимбрий fimA–fimK (1-го типа) и 
mrkA–mrkJ (3-го типа), а также ген pilW пилей  
IV типа присутствовали в геномах всех изолятов.

Определяя резистентность и вирулентность 
выбранных изолятов на основе геномных данных, 
мы воспользовались количественными оценка-

Таблица 2. Сравнение антибиотикограмм изолятов K. pneumoniae ST866 от пациента Р17 по трем категориям анти-
биотиков
Table 2. Comparison of antibiograms of K. pneumoniae ST866 isolates from patient P17 in three categories of antibiotics

Изолят
Isolate

МИК, мг/л | MIC, mg/L

фторхинолоны 
fluoroquinolones

ингибиторы метаболизма фолатов
folate pathway inhibitors

полимиксины
polymyxins

ципрофлоксацин
ciprofloxacin

левофлоксацин
levofloxacin

триметоприм/сульфаметоксазол
trimethoprim/sulfamethoxazole

полимиксин В
Polymixin B

SCCH84:Kpn2082401  ≤ 0,25 1* 2 2

SCCH86:Kpn207262 0,5* 1* 16/304 16

Референсные значения МИК, мг/л
Resistance — MIC breakpoints, mg/L

0,5 1 4 2

Примечание. *Чувствительность при увеличенной экспозиции; серым цветом выделены ячейки, соответствующие чувствительности 
изолята к антимикробному препарату.
Note. *The sensitivity at increased exposure; the cells corresponding to the sensitivity of the isolate to the antimicrobial drug are highlighted  
in grеy.
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ми, которые предлагает «Kleborate v. 2.2.0» [19]  
(табл. 1). Геномы всех изолятов содержали оперон 
ybt, который находится в ICEKp: ICEKp4 (ybt10) у 
изолятов CG307, ICEKp5 (ybt14) у изолятов ST395 
P8 и ST29, ICEKp12 (ybt16) у изолятов ST395 P18 и 
ST985, ICEKp15 (ybt18) у изолятов ST866. 

Большинство изолятов имело показатель виру-
лентности 1. У изолята ST395 P8 показатель 4 — са-
мый высокий, поскольку помимо ybt, геном изолята 
кодирует аэробактин (AbST95). Из дополнительных 
генов вирулентности peg344 [26], отвечающий за 
пермеазу транспортера лекарств и метаболитов, 
присутствует только в геноме ST395 P8. Гены ги-
пермукоидности rmpA, rmpA2 в этой группе изоля-
тов не выявлены. 

Оценка резистентности у всех изолятов са-
мая высокая (3), поскольку в геномах присутству-
ют как гены карбапенемаз, так и мутации в генах 
(PhoP_26Q), обеспечивающие устойчивость к коли-
стину (полимиксину Е) [27].

Спектр генов β-лактамаз в геномах изолятов 
обширен (рис. 1). Во всех геномах присутствует хо-
тя бы одна карбапенемаза: OXA-48 (класс D) или 
NDM-1 (класс B, металло-β-лактамаза), а в геномах 
ST2975 и ST395 P18 есть обе β-лактамазы. NDM-1 
также относят к β-лактамазам расширенного спек-
тра [28], к которым принадлежат и CTX-M-15 и 
CTX-M-3 (класс A). Только у изолята ST395 P18 
не было CTX-M-лактамазы. Из других β-лакта-
маз класса A лактамазы TEM и SHV есть во всех 
геномах. Цефалоспориназа CMY-6 (класс C) при-

сутствует в большинстве геномов, её нет только в 
геномах изолятов ST307 и ST395 P8. Однако в этих 
геномах есть дополнительная β-лактамаза клас-
са D — OXA-1, которая присутствует также в ге-
номе ST985. Геном изолята ST29 отличает наличие 
двух дополнительных β-лактамаз класса D — OXA-
10 и OXA-244. Таким образом, в геномах изолятов 
есть, по крайней мере, 5 генов β-лактамаз разных 
классов, а в геноме ST29 их 7.

Гены резистентности иных категорий анти-
биотиков представлены на рис. 2. У изолятов ST866 
выявили минимальное количество дополнительных 
генов резистентности — 6. Среди них отсутствуют 
гены устойчивости к фторхинолонам и тримето-
приму, что подтверждает фенотипические данные. 
Максимальное количество дополнительных генов у 
изолята ST395 P8 — 16. У него и у изолята ST985 
(14 генов) для каждой категории антибиотиков есть 
хотя бы один ген, определяющий устойчивость. 
Отметим, что только у изолятов-лидеров есть гены 
устойчивости к макролидам. 

Гены устойчивости к ионам тяжёлых метал-
лов обнаружены в 6 из 8 геномов (рис. 3). Это опе-
роны устойчивости к мышьяку (arsABCDR), меди 
(pcoABCDERS), серебру (silABCEFGPRS) и теллуру 
(terABCDEWXYZ). Все 4 оперона присутствуют в 
геноме ST307, по 3 — в геномах ST2975 и ST985,  
по 2 — в ST866, а в геноме ST395 P8 — только опе-
рон устойчивости к теллуру.

Плазмиды резистентных изолятов. Как пра-
вило, опероны тяжёлых металлов, многие гены ре-

Рис. 1. Разнообразие генов β-лактамаз в геномах исследованных изолятов.
Fig. 1. Diversity of beta-lactamase genes in the genomes of the studied isolates.
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Рис. 3. Гены устойчивости к ионам металлов в геномах исследованных изолятов. 
Красной точкой отмечен неполный оперон arsBCRD.

Fig. 3. Genes of resistance to heavy metal ions in the genomes of the studied isolates.
The red dot marks the incomplete arsBCRD operon.

Рис. 2. Разнообразие генов резистентности к иным категориям антибиотиков в геномах исследованных изолятов.
Fig. 2. Diversity of resistance genes to other categories of antibiotics in the genomes of the studied isolates.

зистентности присутствуют в плазмидах [29]. Мы 
оценили количество групп Inc-плазмид для геном-
ных данных каждого изолята (рис. 4). Максималь-
ное количество Inc обнаружили у изолята ST307 (7),  
минимальное — у изолятов ST985 (1) и ST866 (3). 

Данные подтверждают наличие плазмид в геномах 
всех изолятов. 

Обращает на себя внимание различный спектр 
Inc у изолятов одного генотипа ST395. Сборка плаз-
мидных репликонов изолятов ST395 P8 и ST395 P18 
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показала, что в геноме ST395 P18 есть 5 плазмид,  
3 из которых способны к конъюгативному перено-
су, а в геноме ST395 P8 присутствуют 4 плазмиды, 
одна из которых криптическая (к конъюгативному 
переносу способны 2). Плазмидомы изолятов раз-
личались по количеству и набору генов резистент-
ности и вирулентности (рис. 5). Плазмидом ST395 
P8 отличало наличие генов β-лактамаз расширенно-
го спектра, аэробактина, peg344, оперона устойчи-
вости к теллуру и большего количества генов β-лак-
тамаз. В плазмидоме ST395 P18 было больше генов 
карбапенемаз, генов устойчивости к сульфонами-
дам и аминогликозидам. Таким образом, плазмидом 
изолятов ST395 претерпел существенные измене-
ния с 2016 по 2021 г.

Сравнение профагов изолятов ST395 пока-
зало различия и по этим мобильным генетическим 
элементам. В геноме ST395 P8 идентифицировали 
8 профагов, в геноме ST395 P18 — 7; 5 профагов 
были общими для геномов изолятов ST395. Однако 
плазмиды ST395 P8 содержали в 2 раза больше про-
фагов (10), чем плазмиды ST395 P18 (5). Все профа-
ги имели гомологию с 17 различными бактериаль-
ными фагами класса Caudoviricetes. Профаги хро-
мосом содержали по 3 гена холинов, формирующих 
поры в клеточной мембране [30], и гены лизинов, 
повреждающих пептидогликан: 4 гена лизоцима — 
ST395 P8 и 5 генов лизоцима и ген мембранно-свя-
занной литической трансгликозилазы D — ST395 
P18. При этом CRISPR-Cas (Clustered Regularly 

Interspaced Short Palindromic Repeats) системы в 
обоих геномах отсутствовали. В то же время ана-
лиз профагов плазмид изолятов ST395 подтвердил 
наблюдение, что фаги могут быть переносчиками 
генов антибиотикорезистентности [31]. В профа-
гах плазмид изолята ST395 P8 находились гены 
β-лактамаз (5), хлорамфеникол ацетилтрансфераз 
(3), аминогликозид ацетилтрансфераз (2), дигидро-
фолат редуктазы, стрептомицин аденилтрансфера-
зы и оперон устойчивости к теллуру. Не уступали 
им и профаги плазмид изолята ST395 P18, которые 
содержали гены аминогликозид ацетилтрансфераз 
(3), дигидроптероат синтаз (2), β-лактамаз TEM 
и OXA-48, хлорамфеникол ацетилтрансферазы  
и 3 эффлюксных транспортеров SMR (Small multi
drug resistance)

Обсуждение
Проведённое исследование выявило большое 

разнообразие генотипов MDR K. pneumoniae, вы-
деленных из ликвора и крови. Из них, по данным 
Института Пастера13, лидирующим в мире является 
ST307 (1786 изолятов, 21 в России), за ним следуют 
ST395 (380, 188 в России) и ST29 (255, 2 в России), 
ST985 (48), ST2975 (29, 12 в России), ST866 (7). 
Инфицирование PDR K. pneumoniae ST29 и ST985 
привело к смертельным исходам. Инфекция, явля-
ясь системной, помимо кровотока, была выявлена 

13 Institut Pasteur. URL: bigsdb.pasteur.fr/klebsiella

Рис. 4. Разнообразие ориджинов репликации (Inc) плазмид в исследованных изолятах.
Fig. 4. Diversity of origins of replication (Inc) plasmids in the studied isolates.
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и в других локусах как пациентов P10, P12, так и 
пациентов P9, P11, P17, P18. У пациента P8 инфек-
ция обнаружена только в ликворе и была вызвана 
наиболее вирулентным изолятом ST395 (степень 4). 
По показателям резистентности (PDR) и вирулент-
ности изолят ST395 P8 соответствует характеристи-
кам конвергентного патотипа ST395 [5]. Исследова-
ние плазмид изолята подтверждает перенос факто-
ров резистентности (в том числе к ионам тяжёлых 
металлов) и вирулентности именно этими мобиль-
ными генетическими элементами и профагами в 
составе плазмид. Сопоставление геномов изолятов 
ST395 P8 и ST395 P18 выявляет свидетельства ре-
комбинаций в «горячих точках», охарактеризован-
ных E.R. Shaidullina и соавт. [5]. У изолятов раз-
личаются области О-антигена, ICEKp и профагов. 
Изолят ST395 P18 имеет ICEKp12 (ybt16), превали-
рующий в CG305 и в субкладе B1 (KL2KL30) [5], 
при этом характеристика K-локуса изолята соответ-
ствует характеристике субклады. У изолята ST395 
P8 ICEKp5 (ybt14) — редкий [5] и относящийся к 
субкладе A1 (KL108). Однако у изолята ST395 P8 
K-локус — KL2, что может быть ещё одним свиде-
тельством рекомбинационных событий.

У изолятов CG307 отличия в наборе генов ре-
зистентности связаны с разным плазмидным про-

филем. В хромосоме изоляты имеют одинаковые 
области ICEKp4 (ybt10), но существенные отличия 
в главной «горячей точке» рекомбинации — K- и 
O-локусах.

В SL29 изоляты сходны только O-локусом, 
имеют разные K-локусы, ICEKp, плазмидный про-
филь и спектр генов резистентности. Отметим, что 
единственная плазмида изолята ST985 (IncFIB(K)) 
содержит 3 оперона устойчивости к ионам тяжёлых 
металлов и большой перечень генов, определяю-
щих вместе с генами хромосомы PDR изолята.

Изоляты ST866 — наименее резистентные, тем 
не менее являются MDR и XDR, несут плазмиды, 
содержащие в том числе 2 оперона устойчивости к 
ионам тяжёлых металлов.

Возвращаясь к актуальной проблеме рези-
стентности K. pneumoniae к карбапенемам, необ-
ходимо отметить наличие в выборке 2 изолятов, 
содержащих по 2 гена карбапенемаз: OXA-48  
и NDM-1. Изоляты относятся к международным 
клонам особого риска CG395 и CG307.

Таким образом, в выборке резистентных изо-
лятов K. pneumoniae, выделенных из кровотока 
и ликвора, обнаружили 6 изолятов PDR, один из 
которых относится к конвергентному патотипу 
ST395.

Рис. 5. Гены резистентности и вирулентности в плазмидах K. pneumoniae ST395.
Обведены факторы, присутствующие только в плазмидах изолята ST395 P8.

Fig. 5. Resistance and virulence genes in K. pneumoniae ST395 plasmids.
Circled are factors that are present only in the plasmids of the ST395 P8 isolate.
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