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Цель исследования — оценить эффективность применения комплекса молекулярно-генетических методов: ПЦР, RAPD и 
MLST — с использованием MALDI-TOF масс-спектрометрии в изучении особенностей госпитальных штаммов.

Материалы и методы. Проведена идентификация 23 штаммов K. рneumoniae, выделенных в педиатрическом стационаре, 
с использованием MALDI-TOF масс-спектрометра Autoflex и программно-аппаратного комплекса MALDI Biotyper (Bruker Daltonics, 
Германия). Чувствительность к антибиотикам исследовали на автоматическом бактериологическом анализаторе Phoenix-100 (Bec-
ton Dickinson, США) с помощью хромогенных питательных сред ф. HiMedia (Индия). Поиск детерминант резистентности и молеку-
лярное типирование штаммов проводили с использованием методов ПЦР, RAPD и MLST.

Результаты. Все исследуемые штаммы были идентифицированы как K. pneumoniae ssp. pneumoniae. Изучение чувствитель-
ности к антибиотикам позволило выделить три группы: 1-я группа (n=15) — чувствительные штаммы (wt); 2-я группа (n=7) — по-
тенциальные производители карбапенемазы; 3-я группа (n=1) — производители бета-лактамаз расширенного спектра. У предста-
вителей 1-й и 2-й групп детерминант резистентности не выявлено, а у штамма из 3-й группы обнаружены бета-лактамазы blaSHV и 
blaСТХ-М. Были установлены RAPD-тип данного штамма, капсульный тип (К-23) и принадлежность его к 17-му сиквенс-типу. Штаммы 
с данным сиквенс-типом выделяются на территории Российской Федерации крайне редко, однако известны в Европе, США и стра-
нах Азии. Они связаны с тяжелыми и летальными патологиями человека и обладают высоким эпидемическим потенциалом.

Заключение. Применение комплекса современных технологий для изучения фенотипических и генотипических свойств микро-
организмов позволило выделить и охарактеризовать госпитальный штамм K. pneumoniae, обладающий антибиотикорезистентно-
стью, которая обусловлена наличием бета-лактамаз blaСТХ-М-15 и blaSHV-11, и представляющий опасность в плане трансмиссивного 
распространения детерминант резистентности.

Ключевые слова: K. рneumoniae; сиквенс-тип ST-17; антибиотикорезистентность, MLST; RAPD; ПЦР; MALDI-TOF спектро-
скопия.
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The aim of the study was to assess the efficiency of a complex of molecular genetic techniques: PCR, RAPD, and MLST using 
MALDI-TOF mass-spectrometry to study the characteristics of hospital strains.

Materials and Methods. We identified 23 strains of K. рneumoniae isolated in a pediatric hospital using MALDI-TOF mass-
spectrometer Autoflex and MALDI Biotyper software (Bruker Daltonics, Germany). Antibiotic sensitivity was analyzed by means of an 
automatic bacteriological analyzer Phoenix-100 (Becton Dickinson, USA) using chromogenic culture media (HiMedia, India). The search for 
resistance determinants and molecular typing were performed using PCR, RAPD, and MLST.

Results. All the strains were identified as K. pneumoniae ssp. pneumoniae. According to antibiotic sensitivity, three groups were 
distinguished: group 1 (n=15) — sensitive strains (wt); group 2 (n=7) — potential carbapenemase-producers; group 3 (n=1) — extended-
spectrum beta-lactamase producers. No resistance determinants were found in groups 1 and 2; beta-lactamases blaSHV and blaCTX-M were 
revealed in group 3 strain. We identified RAPD-type of the strain, a capsule type (K-23), it belonging to the sequence type 17. Strains with 
this sequence type are rarely isolated in Russia, however, they are known in Europe, USA, and Asian countries, they being associated with 
lethal human pathologies and a high epidemic potential.

Conclusion. The use of a complex of current techniques to study the phenotypic and genotypic properties of microorganisms enabled 
to isolate and characterize a hospital strain K. pneumoniae, which is antibiotic-resistant due to the presence of beta-lactamases: blaCTX-M-15 
and blaSHV-11, and it being dangerous in terms of resistance determinants transmission.

Key words: K. рneumoniae; sequence-type ST-17; antibiotic resistance; MLST; RAPD; PCR; MALDI-TOF spectroscopy.

Введение

Klebsiella pneumoniae — широко распростра-
нен ный в природе представитель семейства 
Enterobacteriaceae, встречается в почве, поверхност-
ных водах, на листьях растений, а также колонизирует 
слизистые оболочки млекопитающих, в том числе че-
ловека. В Российской Федерации, как и во всем мире, 
K. pneumoniae является клинически значимым госпи-
тальным патогеном и вызывает широкий спектр пато-
логий [1, 2].

Вспышечная заболеваемость, обусловленная этим 
микроорганизмом, регистрируется как в педиатриче-
ских стационарах, преимущественно в неонатальной 
реанимации и неонатологии, так и в стационарах хи-
рургического и ортопедического профиля [3–5].

Выраженный патогенный потенциал K. pneumoniae 
обусловлен особенностями строения клетки: нали-
чием липополисахаридной капсулы, которая препят-

ствует фагоцитозу и работе системы комплемента 
макроорганизма, и фимбрий нескольких типов, обес-
печивающих успешную инвазию и образование био-
пленок. Микроорганизм продуцирует энтеротоксины 
и ряд ферментов — нейраминидазу, ДНК-азу, фос-
фатазу и сидерофоры (энтеробактин, аэробактин и 
др.), которые позволяют бактерии усваивать железо 
из клеток хозяина, повышая тем самым ее патоген-
ный потенциал [6].

K. pneumoniae входят в группу антибиотико-
устойчивых патогенов ESKAPE (Enterococcus 
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и 
Enterobacter spp.). По данным научной литературы, 
большинство госпитальных штаммов K. pneumoniae 
являются продуцентами бета-лактамаз расширенного 
спектра (БЛРС) и часто — карбапенемаз, расположен-
ных на конъюгативных плазмидах, т.е. ферментов, с 
которыми связывают высокие темпы распространения 
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антибиотикорезистентности в мире [7]. Данные штам-
мы зачастую обладают сочетанной устойчивостью к 
карбапенемам и цефалоспоринам, что в ряде случаев 
может требовать пересмотра стандартных схем анти-
микробной терапии и включения в них антибиотиков 
резерва [8].

Изучение и мониторинг штаммов K. pneumoniae — 
важные направления исследований и в России, и за 
рубежом [9–13]. Одним из методов точной видовой 
идентификации микроорганизмов в последнее время 
является MALDI-TOF масс-спектрометрия [14], при-
чем некоторые зарубежные исследователи предла-
гают использовать этот метод и для скрининга штам-
мов, несущих карбапенемазу blaKPC (K. pneumoniae 
Сarbapenemase — KPC), при наличии которой в масс-
спектре регистрируется пик массой 11,109 Да. Данный 
пик связан с наличием белка p019, ген которого входит 
в состав транспозона Tn4401а, а он в 97,8% случаев 
представлен у КРС-положительных K. pneumoniae [15, 
16]. Взаимосвязь данного пика с наличием blaKPC при-
знана статистически достоверной и используется в но-
вом программном продукте, предложенном ф. Bruker 
Daltonics (Германия) — MALDI Biotyper Subtyping 
Module [17].

Для изучения чувствительности бактерий к анти-
биотикам используются современные хромогенные 
среды и автоматические бактериологические анали-
заторы, а для детекции генетических детерминант 
применяют тест-системы на основе ПЦР [18, 19]. 
Наиболее распространенными детерминантами бета-
лактамаз K. pneumoniae в России на данный момент 
являются гены СТХ-М, TEM, SHV, OXA-48 и их сочета-
ния [2, 13, 20–22].

Для типирования клинически значимых штаммов 
бактерий используют электрофорез в переменном 
поле (pulsed-field gel electrophoresis — PFGE), ана-
лиз полиморфизма длины рестрикционных фрагмен-
тов (restriction fragment length polymorphism — RFLP), 
а также методы амплификации нуклеиновых кислот: 
анализ полиморфизма амплифицированных фрагмен-
тов ДНК (random amplification of polymorphic DNA — 
RAPD), ПЦР межгенных повторов (enterobacterial 
repetitive intergenic consensus — ERIC-PCR) [21].

Для рутинного мониторинга за циркулирующими 
штаммами используют методы PFGE и RAPD. Метод 
PFGE признан «золотым стандартом» эпидемиологии, 
однако он относительно сложен в использовании и 
трудоемок. Среди преимуществ метода RAPD — до-
ступность, методическая простота и короткий срок 
получения результата [23]. Этот метод успешно при-
меняется и для типирования клинических штаммов 
K. pneumoniae [24–27].

Сделать заключительный вывод о патогенном по-
тенциале, оценить клиническую роль и эпидемиче-
скую значимость изолята позволяет метод мультило-
кусного сиквенс-типирования (MLST), основанный на 
анализе нуклеотидных последовательностей генов 
«домашнего хозяйства». Он позволяет определить си-

квенс-тип штамма и его клональную принадлежность, 
используя глобальные базы данных, сравнить иссле-
дуемый изолят со штаммами из различных регионов 
мира и изучить их взаимосвязь [13, 28, 29].

Цель исследования — выявление особенностей 
госпитальных штаммов K. pneumoniae с использовани-
ем MALDI-TOF масс-спектрометрии и комплекса моле-
кулярно-генетических методов — ПЦР, RAPD и MLST.

Материалы и методы
Исследованы 23 штамма K. pneumoniae, выделен-

ные из биологического материала больных инфекци-
ями, связанными с оказанием медицинской помощи, 
и объектов внешней среды (смывы с оборудования) в 
период эпидемического неблагополучия в педиатри-
ческом стационаре. Все пробы были получены в авгу-
сте — сентябре 2015 г.

Идентификацию штаммов проводили с помощью 
времяпролетного MALDI-TOF масс-спектрометра 
Autoflex и программно-аппаратного комплекса MALDI 
Biotyper (Bruker Daltonics, Германия). Пробоподготовку 
суточных культур исследуемых микроорганизмов вы-
полняли методом прямого нанесения культуры по 
стандартному протоколу, представленному в руковод-
стве пользователя. Идентификацию, запись, обработ-
ку и анализ масс-спектров проводили с помощью про-
граммно-аппаратного комплекса MALDI Biotyper.

Для выявления штаммов, продуцирующих БЛРС и 
обладающих сниженной чувствительностью к карба-
пенемам, использовали хромогенные среды М1829 
HiCrome ESBL Agar Base и M1831 HiCrome KPC Agar 
Base производства HiMedia (Индия), высевы проводи-
ли в трех повторностях.

Чувствительность штаммов к антибиотикам опреде-
ляли с использованием автоматического бактериоло-
гического анализатора Phoenix-100 (Becton Dickinson, 
США) и комбинированных ID/AST-панелей. При ха-
рактеристике микроорганизмов применяли общепри-
нятые показатели — «чувствительные», «умеренно 
резистентные» и «резистентные» штаммы, при учете 
и интерпретации результатов руководствовались стан-
дартом EUCAST [30].

Выделение суммарной ДНК для последующей де-
текции генов бета-лактамаз проводили с использо-
ванием набора «ДНК-экспресс» («Литех», Россия). 
Детекцию генов blaTEM и blaSHV осуществляли мето-
дом ПЦР со специфичными праймерами [31, 32], а 
детерминант blaCTX-M, blaKPC, blaOXA-48, blaNDM, blaIMP 
и blaVIM — с использованием коммерческих тест-си-
стем ф. «Литех». ПЦР выполняли на амплифика-
торе «Терцик» («ДНК-технология», Россия). RAPD-
типирование проводили с использованием праймеров, 
указанных в научной литературе [26].

Полногеномное секвенирование осуществляли 
на платформе MiSeq (Illumina, США), сборку конти-
гов проводили с помощью сборщика генома SPAdes 
v. 3.11.1 (СПбАУ РАН им. Ж.И. Алфёрова, Россия), а 
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аннотацию полученных контигов — с использованием 
программного обеспечения Prokka v. 1.12 [33].

С применением данных полногеномного секвениро-
вания и биоинформатического сервиса, доступного он-
лайн на сайте Института Пастера (Франция) — http://
bigsdb.pasteur.fr, были определены геноварианты бе-
та-лактамаз и их локализация, капсульный тип штам-
ма (К-тип) и его сиквенс-тип. Для установления К-типа 
анализировали нуклеотидную последовательность 
гена wzi, кодирующего белок лектин, ответственный 
за прикрепление капсулы к внешней мембране клетки. 
Аллели этого гена строго ассоциированы с капсульны-
ми типами штаммов [34].

MLST осуществляли согласно схеме, основанной 
на анализе последовательности 7 генов «домашнего 
хозяйства» [28].

Результаты
В ходе работы все штаммы были идентифицирова-

ны как K. pneumoniae ssp. pneumoniae, при этом зна-
чения коэффициента совпадения Score составили 2,1 
и более, что говорит о точной видовой идентифика-

ции. При анализе полученных масс-спектров и масс-
листов пиков-маркеров blaKPC, соответствующих раз-
меру 11,109 Да, не выявлено (рис. 1).

При исследовании штаммов на наличие БЛРС и 
сниженную чувствительность к карбапенемам был от-
мечен рост одного штамма — K. pneumoniae 1013 на 
среде М1829 HiCrome ESBL Agar Base. На плотной 
питательной среде наблюдали крупные слизистые 
колонии серо-голубого цвета, которые, согласно ин-
струкции, и характерны для штаммов, продуцирующих 
БЛРС (рис. 2). Штаммов со сниженной чувствительно-
стью к карбапенемам с использованием хромогенных 
сред не выявлено.

Параллельно проводили изучение профилей анти-
биотикочувствительности всех исследуемых штаммов 
с использованием бактериологического анализато-
ра Phoenix-100. Всего выделено три фенотипические 
группы.

В 1-ю группу вошли 15 штаммов K. рneumoniae, 
которые были чувствительны ко всем антибиотикам 
семейства цефалоспоринов и карбапенемам, устойчи-
вы к ампициллину и умеренно чувствительны к одно-
му из «защищенных» пенициллинов (пиперациллин/

Рис. 1. Масс-спектры исследуемых штаммов K. рneumoniaе
На оси абсцисс показано отношение массы иона к его заряду (m/z), на оси ординат — ин-
тенсивность сигнала (Intens.)

Рис. 2. Рост штамма K. pneumoniae 
1013 на питательной среде HiCrome 
ESBL Agar Base (М1829; HiMedia, 
Индия)

Современные молекулярно-генетические технологии в изучении K. рneumoniae
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тазобактам). Штаммы, входящие в эту группу, были от-
несены к «дикому типу» — wt (см. таблицу).

Ко 2-й группе — потенциальные производители 
карбапенемазы — отнесено 7 штаммов, устойчивых к 
ампициллину и обладающих умеренной резистентно-
стью к имипенему.

В 3-ю группу вошел один штамм — K. pneumoniae 
1013, отличающийся устойчивостью ко всем антибио-
тикам цефалоспоринового ряда, за исключением це-
фокситина, и сульфаниламидам (триметоприм/суль-
фометаксазол), т.е. может быть отнесен к штаммам, 
обладающим БЛРС.

У представителей 1-й и 2-й групп детерминант ре-
зистентности с использованием ПЦР не выявлено, а у 
штамма K. pneumoniae ssp. pneumoniae 23 обнаруже-
ны бета-лактамазы двух классов — blaSHV и blaСТХ-М.

Генотипирование исследуемой выборки штаммов 
с использованием метода RAPD позволило объеди-
нить анализируемые изоляты в три типа в соответст-
вии с присущими штаммам электрофоретическими 
паттернами и фенотипом антибиотикорезистентности 
(рис. 3).

Анализ данных полногеномного секвенирования 
штамма K. pneumoniae ssp. pneumoniae 1013 позволил 
идентифицировать выявленные ранее бета-лакта-
мазы как blaSHV-11 и blaСТХ-М-15; установить, что первая 
имеет хромосомную локализацию, а blaСТХ-М-15 рас-
положена на плазмиде; определить принадлежность 
штамма к капсульному типу К-23 и провести MLST-
анализ. В ходе проведения MLST-анализа штамма 
были определены аллельные профили 7 генов «до-
машнего хозяйства»: глицеральдегид-3-фосфатде-
гидрогеназы (gapA), фактора инициации трансляции 
IF-2 (infB), малат дегидрогеназы (mdh), глюкозо-6-фос-
фатизомеразы (pgi), фосфорина Е (phoE), бета-субъе-
диницы РНК полимеразы (rpoB), периплазматического 
трансдуктора энергии (tonB) — и определена принад-
лежность штамма к 17-му сиквенс-типу.

Таким образом, госпитальный штамм, обладающий 
широким спектром антибиотикорезистентности, был 
идентифицирован как K. pneumoniae ssp. pneumoniae 
1013 ST-17К-23.

Обсуждение

Анализ масс-спектров всех исследуемых штаммов 
позволил идентифицировать их как K. pneumoniae 
ssp. pneumoniae и не выявил наличия пика, связан-
ного с присутствием blaКРС. Отсутствие карбапене-
мазной активности и этой детерминанты у штаммов в 
дальнейшем подтвердили данные, полученные с ис-
пользованием хромогенных сред и ПЦР.

Изучение профилей антибиотикорезистентности 
показало, что все K. pneumoniae ssp. pneumoniae 
устойчивы к ампициллину, что объясняется природ-
ной устойчивостью микроорганизма [8, 35]. К ан-
тибиотикам других групп бóльшая часть штаммов 
устойчивости не проявляют и не несут в геноме со-
ответствующих детерминант. В геномах штаммов 2-й 
группы, проявляющих промежуточную устойчивость 
к карбапенемам (имипенему), также не обнаружено 
детерминант резистентности. Это свидетельствует о 
том, что в данном случае устойчивость может быть 
результатом реализации других механизмов, напри-
мер молекулярного эффлюкса.

Штамм K. pneumoniae ssp. pneumoniae 1013, обла-
дающий устойчивостью к цефалоспоринам и феноти-
пически характеризуемый как продуцент БЛРС, несет 
в геноме детерминанты blaSHV-11 и blaСТХ-М-15. Согласно 
классификации K. Bush [36], обе детерминанты отно-
сятся к сериновым бета-лактамазам молекулярного 
класса А, группе 2be. Их наличие и обусловливает 
устойчивость штамма к защищенным пенициллинам 
(Амоксиклаву), цефалоспоринам III, IV поколений и 
монобактамам (азтреонаму).

В научной литературе указано, что ген blaСТХ-М-15 
зачастую ассоциирован с плазмидами группы несов-
местимости IncF, IncL/M и IncA/C и мобильным генети-
ческим элементом ISEcp1 [37]. Это приводит к актив-
ному горизонтальному переносу гена в популяции и 
его распространению. Ген blaСТХ-М-15 изучаемого нами 
штамма также имеет плазмидную локализацию и опа-
сен в плане трансмиссивного переноса. Обращает на 
себя внимание отсутствие у изученного штамма бета-
лактамаз типа ТЕМ-1, обычно входящих в комплекс с 
blaSHV-11 и blaСТХ-М-15 [20].

В ходе работы была показана возможность ис-
пользования метода RAPD при изучении госпиталь-
ных штаммов. В нашем случае выделено три RAPD-
типа, объединяющих культуры со схожим фенотипом. 
Поскольку в научной литературе есть данные, указы-
вающие на то, что штаммы, принадлежащие к разным 
RAPD-типам, имеют и разные сиквенс-типы [26], мож-
но предположить, что в данном случае в стационаре 
циркулируют три эпидемических клона K. pneumoniae 
ssp. pneumoniae, один из которых обладает комплек-
сом БЛРС и опасен в плане их трансмиссивного рас-
пространения. Это позволило более углубленно из-
учить свойства данного штамма с использованием 
полногеномного секвенирования.

Определенный в ходе данной работы капсульный 

I тип wt БЛРС
III тип

Потенциальные производители карбапенемазы  
II тип

Современные молекулярно-генетические технологии в изучении K. рneumoniae

Рис. 3. Электрофореграмма паттернов RAPD-типи-
рования госпитальных культур K. pneumoniae ssp. 
рneumoniae
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тип K. pneumoniae ssp. pneumoniae 1013 — К-23 — 
не характерен для высоковирулентных штаммов и 
штаммов с гипермукоидным фенотипом [1]. Однако 
MLST-анализ показал принадлежность штамма к 
17-му сиквенс-типу, с которым связывают целый ряд 
инфекционных патологий человека: бактериемию, ин-
фекции мочевыводящих путей, пневмонию, сепсис. 
Выявление такого штамма от пациентов с инфекция-
ми, связанными с оказанием медицинской помощи, в 
условиях эпидемического неблагополучия в педиатри-
ческом стационаре можно рассматривать с эпидемио-
логической точки зрения как прогностически неблаго-
приятный признак.  В базе данных Института Пастера 
(Institut Pasteur MLST and whole genome MLST data-
bases, http://bigsdb.pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) 
на момент обращения (25.07.2018) имеется информа-
ция о 25 изолятах K. pneumoniae ST-17, выделенных в 
Европе, США и странах Азии, связанных с тяжелыми 
и летальными патологиями человека и обладающих 
комплексом БЛРС. K. pneumoniae с данным cиквенс-
типом на территории Российской Федерации встре-
чается редко. По данным базы Института Пастера, 
штамм K. pneumoniae ST-17 был выделен лишь один 
раз в Москве из крови больного с сепсисом и зареги-
стрирован в базе в 2015 г.

Заключение
Применение современных технологий для изуче-

ния фенотипических и генотипических свойств штам-
мов K. pneumoniae позволило не только выделить, 
но и наиболее полно охарактеризовать госпитальный 
штамм, обладающий антибиотикорезистентностью, 
обусловленной наличием бета-лактамаз — blaСТХ-М-15 
и blaSHV-11, который представляет опасность в плане 
трансмиссивного распространения детерминант рези-
стентности и обусловливает возникновение эпидеми-
ческого неблагополучия по инфекциям, связанным с 
оказанием медицинской помощи.

Финансирование исследования. Работа выпол-
нена по государственному заданию №АААА-А16- 
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