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Резюме 
Актуальность. В условиях пандемии новой коронавирусной инфекции наиболее частыми осложнениями вирус-
ных пневмоний являются вторичные инфекции бактериальной и грибковой этиологии. При этом глобальной 
угрозой для здравоохранения остаётся широкое распространение бактерий с множественной лекарственной 
устойчивостью. Одним из таких микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae является Klebsiella pneumoniae, 
относящаяся к опасным резистентным патогенам группы ESKAPE. Цель. Сравнительный анализ биологических 
свойств классических и гипермукоидных штаммов K.рneumoniaе, выделенных от пациентов с внебольничной 
пневмонией (ВП): характеристика их чувствительности к антибактериальным препаратам, клебсиеллёзному бак-
териофагу, дезинфектанту (полигексаметиленгуанидин гидрохлорид) и оценка вирулентности штаммов на мо-
дели экспериментальной инфекции белых мышей. Материал и методы. Проведено изучение 56 штаммов 
клебсиелл, изолированных в диагностических количествах из образцов мокроты от пациентов. Видовую иден-
тификацию культур проводили с помощью бактериологического и масс-спектрометрического методов. Чувстви-
тельность бактерий к антибиотикам, бактериофагу и дезинфектанту определяли в соответствии с 
регламентирующими документами. Результаты. При выполнении работы было выделено 243 грамотрицатель-
ных культуры, из которых 30% составляли бактерии рода Klebsiella spp. Анализ их видового состава показал, что 
доминирующее место в структуре занимала K.pneumoniae. По морфологии колоний, окраске мазков по Бурри–
Гинсу и положительному «стринг-тесту» были определены 14 штаммов с гипермукоидным фенотипом. Эти 
штаммы отличались от классических наличием более толстой капсулы в мазках, вирулентностью для белых 
мышей (DCL � 103 м. кл.) и повышенной устойчивостью к коммерческому клебсиеллёзному бактериофагу. В то 
же время они характеризовались более широким спектром чувствительности к антибиотикам. Достоверных раз-
личий в чувствительности к дезинфектанту у штаммов обоих морфотипов не обнаружено. Заключение. Получен-
ные результаты продемонстрировали важную роль K.pneumoniae в этиологической структуре возбудителей ВП. 
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Abstract 
Background. In a novel coronavirus pandemic, the most common complications of viral pneumonia are secondary infections 
of bacterial and fungal etiology. At the same time, the spread of multidrug-resistant bacteria remains a global threat to public 
health. One of such microorganisms of the Enterobacteriaceae family is Klebsiella pneumoniae, which belongs to dangerous 
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Введение 

В условиях пандемии новой коронавирусной 
инфекции, вызванной вирусом SARS-Cov-2, вто-
ричные инфекции (бактериальной и грибковой 
этиологии) являются наиболее частыми ослож-
нениями вирусных пневмоний [1, 2]. 

Глобальную угрозу для здравоохранения 
представляет распространение бактерий семей-
ства Enterobacteriaceae с множественной лекарст-
венной устойчивостью (МЛУ). К причинам по-
явления подобных штаммов можно отнести 
широкое и во многих случаях бесконтрольное 
применение антибиотиков в медицине, сельском 
хозяйстве, животноводстве. Поэтому в феврале 
2017 г. ВОЗ включила наиболее часто изолируе-
мые антибиотикорезистентные виды некоторых 
инфекционных агентов в группу опасных рези-
стентных ESKAPE-патогенов (Enterococcus faecium, 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acine-
tobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и дру-
гие представители рода Enterobacter), которые 
имеют критический приоритет и требуют разра-
ботки новых подходов к лечению [3–5]. 

K.pneumoniae представляет собой факульта-
тивно-анаэробный, грамотрицательный, непо-
движный, покрытый капсулой микроорганизм. 
Клебсиеллы относятся к условно-патогенной 
микрофлоре человека, входят в состав микро-
биома, могут колонизировать носоглотку, слизи-
стые мочеполовой системы и кожные покровы, 
они так же широко распространены в окружаю-
щей среде, способны контаминировать различ-
ные поверхности и объекты в лечебно-профи-
лактических организациях (ЛПО) [6]. В то же 
время бактерии могут вызывать у людей разви-
тие тяжёлых инфекций различных локализаций. 
Более того, из-за быстрого формирования высо-

кого уровня устойчивости к антибактериальным 
препаратам этот вид занимает лидирующее место 
среди возбудителей инфекций, связанных с ока-
занием медицинской помощи (ИСМП) [7]. 

Согласно мнению некоторых авторов, K.рneu-
moniae является уникальным микроорганизмом, 
так как способен быстро и легко захватывать гены 
устойчивости к антибактериальным препаратам 
из микробных популяций окружающей среды. При 
этом он склонен передавать их другим клинически 
важным грамотрицательным бактериям [8]. 

В настоящее время штаммы K.pneumoniae 
условно делят на «классические» (cKP, classical 
K.pneumoniae) и «гипервирулентные» (hvKP, hy-
pervirulent K.pneumoniae). Большинство инфек-
ций, обусловленные cKp-штаммами, проявляют 
себя как оппортунистические, а появившиеся 
позднее hvKp-штаммы вызывают тяжёлые вне-
больничные инфекции не только в группах риска 
иммунокомпрометированных больных, но и у 
здоровых людей [3]. 

Известно, что cKP формируют типичные сли-
зистые колонии, тогда как для hvKP характерен 
так называемый гипермукоидный фенотип, что 
рассматривается как ориентировочный признак 
гипервирулентного штамма. Считается, что 
именно гипермукоидные культуры обладают по-
вышенной инвазивностью и более патогенны для 
организма хозяина [9–11]. 

Сегодня K.pneumoniaе занимает лидирующее 
место в структуре бактериемий и пневмоний у па-
циентов, что диктует необходимость изучения роли 
этого микроорганизма  в этиологической структуре 
агентов внебольничных (ВП) и внутрибольничных 
пневмоний с оценкой их антибиотикорезистент-
ности, факторов патогенности, чувствительности 
к бактериофагам и дезинфектантам [12, 13]. Особую 
актуальность эта проблема приобретает в условиях 
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resistant pathogens of the ESKAPE group. The aim of the study was the comparative analysis of the biological properties of 
classical and hypermucoid strains of K.pneumoniae isolated from patients with community-acquired pneumonia (CAP): 
characterization of their sensitivity to antibacterial drugs, Klebsiella bacteriophage, and a disinfectant (polyhexamethylene 
guanidine hydrochloride), as well as assessment of the strains’ virulence in the model of experimental infection in white 
mice. Material and methods. 56 strains of Klebsiella isolated in diagnostic quantities from patients’ sputum samples were 
studied. Species identification of cultures was carried out using bacteriological and mass spectrometric methods. The sen-
sitivity of bacteria to antibiotics, bacteriophage, and the disinfectant was determined in accordance with regulatory doc-
uments. Results. In the course of the study, 243 gram-negative cultures were isolated, of which 30% were bacteria of the genus 
Klebsiella spp. An analysis of their species composition showed that K.pneumoniae occupied a dominant place in the struc-
ture. Based on colony morphology, Burri-Gins smear staining, and a positive string test, 14 strains with a hypermucoid phe-
notype were identified. These strains differed from the classic K.pneumoniae strain by the presence of a thicker capsule in 
smears, virulence in white mice (DCL�103 mc), and increased resistance to commercial Klebsiella bacteriophage. At the 
same time, they were characterized by a wider spectrum of sensitivity to antibiotics. There were no significant differences in 
sensitivity to the disinfectant in strains of both morphotypes. Conclusion. The results obtained demonstrated the important 
role of K.pneumoniae in the etiological structure of CAP pathogens. 
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пандемии новой коронавирусной инфекции. Это 
и определило цель настоящего исследования. 

Цель работы — сравнительный анализ био-
логических свойств классических и гипермукоид-
ных штаммов K.рneumoniaе, выделенных от паци-
ентов с ВП: характеристика их чувствительности 
к антибактериальным препаратам, клебсиеллёз-
ному бактериофагу, дезинфектанту (полигексаме-
тиленгуанидин гидрохлорид) и оценка вирулент-
ности штаммов на модели экспериментальной 
инфекции белых мышей. 

Материал и методы 
В период с 2020 по 2022 гг. на базе ФКУЗ Ростовский-на-

Дону противочумный институт Роспотребнадзора было ис-
следовано 1468 образцов мокроты от пациентов с внеболь-
ничной пневмонией. 

Выделение клинически значимых возбудителей ВП про-
водили бактериологическим методом (посевы на различные 
питательные среды — МПА, Эндо и кровяной агары) в соот-
ветствии с МУК 4.2.3115-13 «Лабораторная диагностика вне-
больничных пневмоний», МР 4.2.0114-16 «Лабораторная ди-
агностика внебольничной пневмонии пневмококковой 
этиологии») [14, 15]. 

Для видовой идентификации выделенных штаммов 
применяли метод времяпролетной масс-спектрометрии с 
матрично-активированной лазерной десорбцией/иониза-
цией (MALDI-TOF MS) с использованием масс-спектрометра 
Autoflex speed III Bruker Daltonics (Германия) и программного 
обеспечения MALDI Biotyper. Показатели полученных масс-
спектров сравнивали с базой данных компании Bruker вер-
сия 3.1.66 (Bruker Daltonics, Германия) и оценивали как вы-
сокую вероятность видовой идентификации при значении 
Score 2,0–2,3. Подготовку образцов для масс-спектрометрии 
выполняли методом прямого нанесения материала на ми-
шень в соответствии с МР 4.2.0089-14 «Использование ме-
тода времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-ак-
тивированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-ToF MS) для индикации и идентификации возбуди-
телей I–II групп патогенности» и МУ для работы на прибо-
рах серии flex компании Bruker Daltonics «Прямое белковое 
профилирование», 2010 г. [16, 17]. 

Диагностически значимыми считали микроорганизмы, 
выделенные из мокроты, в количестве �105 КОЕ/мл. Гипер-
мукоидные штаммы идентифицировали по морфологии ко-
лоний (слизисто-вязкая консистенция), микроскопии с по-
мощью окраски мазков по Бурри-Гинсу (толщина капсулы) и 
«стринг-тесту» [18]. Результат оценивали как положительный 
при условии, если длина нити, тянущейся за бактериологи-
ческой петлёй от агаровой поверхности, составляла �5 мм. 

Вирулентность отобранных штаммов оценивали на модели 
экспериментальной инфекции белых мышей при внутрибрю-
шинном заражении в дозе 103 КОЕ/животное и 105 КОЕ/живот-
ное (по 4 мыши на каждую концентрацию). Вирулентность оце-
нивали по степени гибели животных. В случае гибели от 
заражающей дозы 103 КОЕ/животное культуру рассматривали 
как вирулентную, а при отсутствии гибели от заражающей дозы 
105 КОЕ/животное — как слабовирулентную (авирулентную). 
Протокол работы с животными одобрен комиссией по биоэтике 
ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Рос-
потребнадзора (протокол №14 от 08.12.2022 г.). 

С помощью диско-диффузионного метода для всех изо-
лятов определяли их антибиотикорезистентность с оценкой 
чувствительности в соответствии с критериями EUCAST v. 12.0 
и инструкциями производителей к следующим группам ан-
тибиотиков: пенициллины (ампициллин), цефалоспорины 
(цефотаксим, цефтазидим), макролиды (азитромицин), ами-

ногликозиды (гентамицин, амикацин), карбапенемы (имипе-
нем, меропенем), фторхинолоны (левофлоксацин), защищён-
ные бета-лактамы (амоксициллин/клавуланат, цефопера-
зон/сульбактам) [19]. 

Изучение спектра литической активности к коммерче-
скому клебсиеллёзному бактериофагу (производства Микро-
ген) выполняли прямым методом нанесения капли бактерио-
фага на посев исследуемой культуры (108 КОЕ/мл), согласно 
Федеральным клиническим рекомендациям «Рациональное 
применение бактериофагов в лечебной и противоэпидеми-
ческой практике» [20]. 

Чувствительность к дезинфицирующему средству — по-
лигексаметилгуанидин гидрохлорид — у гипермукоидных и 
классических штаммов определяли методом серийных раз-
ведений в агаре, согласно P 4.2.3676-20 «Методы лабораторных 
исследований и испытаний дезинфекционных средств для 
оценки их эффективности и безопасности» [21]. 

Сравнительный анализ проводили с помощью точного 
критерия Фишера. Достоверными считали различия при 
p�0,05 [22].  

Результаты и обсуждение 
В результате проведённого исследования 

было изолировано 243 грамотрицательных мик-
роорганизма из клинических образцов мокроты 
от больных с ВП (n=1468). При этом установлено, 
что доминирующее место в структуре занимали 
бактерии рода Klebsiella spp. (30%). Анализ видо-
вого состава штаммов клебсиелл показал, что 
наибольший процент приходился на K.pneu-
moniae (89%), тогда как другие виды (K.oxytoca, 
K.ornithinolytica) составляли 11%. 

Для дальнейшей работы была создана кол-
лекция, состоящая из 50 клинических штаммов 
K.pneumoniae, изолированных в диагностических 
количествах.  

На основании сравнительного изучения 
штаммов по морфологии роста на питательных 
средах нами были определены 14 культур слизи-
стой консистенции, которые давали положитель-
ный «стринг-тест» (длина нити 5–100 мм). При 
микроскопии препаратов, окрашенных по методу 
Бурри-Гинса, чётко визуализировались неокра-
шенные капсулы, внутри которых находились 
бактерии ярко-розового цвета. В отличие от 
остальных культур, отобранные 14 штаммов 
имели более толстые капсулы (рис. 1). 

Полученные данные — морфология колоний, 
положительный «стринг-тест» и утолщённая кап-
сула — позволили нам рассматривать эти 
штаммы как гипермукоидные варианты (ГМ), а 
остальные как классические (Кл). 

Следующий этап нашей работы включал 
оценку вирулентности отобранных штаммов на 
модели экспериментальной инфекции белых мы-
шей. Результаты суммированы в табл. 1. 

В отличие от классических вариантов, боль-
шинство (71%) гипермукоидных штаммов обла-
дали достоверно более высокой вирулентностью 
(DCL�103 м. кл.) для белых мышей (p�0,05). Это 
может быть обусловлено повышенной продук-
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цией капсульных полисахаридов. Наши данные 
согласуются с результатами других авторов о 
значительной роли капсулы клебсиелл в раз-
витии инфекционного процесса [23]. Напротив, 
в группе классических морфовариантов DCL 
превышала �105 м. кл., что позволяет рассмат-
ривать эти штаммы как слабовирулентные (ави-
рулентные). При этом 2 гипермукоидных штамма 
были авирулентны (DCL�105 м. кл.), что под-
тверждает известный факт об отсутствии прямой 

корреляции между 
гипермукоидностью 
и гипервирулент-
ностью [3, 24]. 

Важным практи-
ческим разделом ис-
следования было 
определение рези-
стентности выделен-
ных культур к анти-
бактериальным пре-
паратам (рис. 2). 

Как оказалось, 
наибольшую устойчи-
вость (60–100%) штам-
мы обоих морфотипов 
проявляли к пени-
циллинам, цефалос-
поринам и амоксикла-
ву. Макролиды и 
фторхинолоны про-
являли активность в 
отношении 50–60% ги-
пермукоидных куль-
тур, в то время как в 
группе классических 
вариантов только 30% 
характеризовались 

чувствительностью к этим группам антибиотиков. 
Статистическая обработка полученных данных 
не выявила достоверную разницу в чувствитель-
ности к антибактериальным препаратам (р�0,05), 
но тем не менее имеется общая тенденция к боль-
шей устойчивости классических вариантов по 
сравнению с гипермукоидными. 

Особого внимания заслуживает то, что в обеих 
группах клебсиелл были выявлены штаммы, обла-
дающие панрезистентностью. Так, группа класси-
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Рис. 1. Результат окраски культур по методу Бурри-Гинса (a — гипермукоидный 
морфотип; b — классический морфотип). 
Fig. 1. The result of culture staining according to the Burry-Gins method (a — hypermucoid 
morphotype; b — classic morphotype)

Таблица 1. Оценка вирулентности штаммов K.pneumoniae разных морфотипов 
Table 1. Virulence assessment of K.pneumoniae strains of different morphotypes
Штаммы K.pneumoniae         Фенотип     Streeng-тест    % павших               Вирулентность                        Средняя 
                                                                                                                          животных          для белых мышей,     продолжительность 
                                                                                                                                                                           (м. кл.)                             жизни, (дни) 
Е 4024                                                      ГМ               10–15мм                100                             DCL�103                                     4,2 
И 9932                                                     ГМ              10–100мм               100                             DCL�103                                     3,5 
И 9939                                                     ГМ              10–100мм               100                             DCL�103                                     2,0 
И 6865                                                     ГМ                  10 мм                   100                             DCL�103                                     9,3 
И 9537                                                     ГМ                7–10мм                 100                             DCL�103                                     4,5 
И 7762 р                                                 ГМ                  5–7мм                     0                               DCL�105                                   Н/о* 
44716                                                       ГМ                  5–7мм                     0                               DCL�105                                   Н/о* 
И 7766                                                     Кл                       0                          0                               DCL�105                                   Н/о* 
К 203                                                        Кл                       0                          0                               DCL�105                                   Н/о* 
И 7498                                                     Кл                       0                          0                               DCL�105                                   Н/о* 
И 7762 кр                                               Кл                       0                          0                               DCL�105                                   Н/о* 
И 9941                                                     Кл                       0                          0                               DCL�105                                   Н/о*
Примечание. *Н/о — не определяется (все взятые в эксперимент животные не пали в течение срока наблю-
дения). 
Note. *Н/о — not applicable (all animals included in the experiment survived during the observation period).



ческих вариантов характеризовалась достоверно 
большим количеством штаммов (75%), имеющих 
5 и более маркеров резистентности, в то время как 
у изолятов с гипермукоидным фенотипом такие 
штаммы составляли 43% (p�0,05). 

Частота выделения штаммов, устойчивых к 
аминогликозидам, карбапенемам и цефопера-
зону/сульбактаму в обеих группах составляла 
28–50%, что позволяет рассматривать эти анти-
биотики как препараты выбора при лечении 
клебсиеллёзной инфекции. 

Интересно, что при высокой вирулентности 
гипермукоидные штаммы K.pneumoniae имели 
меньшее количество маркеров резистентности по 
сравнению с бактериями классического морфо-
типа. В частности, среди гипермукоидных культур 
мы выявили большее количество чувствительных 
штаммов к макролидам, карбапенемам и цефопе-
разону/сульбактаму. В то же время они были бо-
лее резистентны к группе аминогликозидов. 

По мнению некоторых исследователей, боль-
шая чувствительность гипермукоидных штаммов 
к антибиотикам обусловлена наличием толстой 
капсулы, которая может служить физическим 
барьером и ограничивать горизонтальный пере-
нос генов устойчивости [25]. В то же время по-
являются сведения о нарастающей резистентно-
сти подобных штаммов, что является серьёзной 

проблемой для здравоохранения и создаёт риск 
возникновения внутрибольничной инфекции [3]. 
Следовательно, выбор наиболее адекватной 
схемы лечения этой инфекционной патологии 
представляет серьёзную проблему и диктует це-
лесообразность постоянного микробиологиче-
ского мониторинга больных в течение всего ин-
фекционного процесса. 

В настоящее время ведутся интенсивные ис-
следования по поиску и разработке альтернатив-
ных методов борьбы с полиантибиотикорези-
стентными патогенами. Одним из подходов к 
решению этой задачи может быть применение 
фаготерапии. Поэтому в последние годы подоб-
ным вопросам в отношении различных микро-
организмов уделяется пристальное внимание. 

Изучение фагочувствительности штаммов 
нашей коллекции к клебсиеллёзному бактерио-
фагу показало достоверную разницу в том, что 
большинство выделенных гипермукоидных ва-
риантов были устойчивы к действию клебсиел-
лёзного бактериофага (p�0,05). В противополож-
ность этому в группе классического морфотипа 
не выявлено достоверных отличий в частоте изо-
ляции фагочувствительных и фагоустойчивых 
штаммов (табл. 2). 

Нельзя исключить, что именно более мощная 
капсула микроорганизма затрудняет доступ бак-
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Рис. 2. Результаты оценки антибиотикорезистентности гипермукоидных и классических штаммов K.pneumoniae. 
Fig. 2. The results of antibiotic resistance assesment of hypermucoid and classic K.pneumoniae strains.

Таблица 2. Результаты оценки чувствительности/устойчивости к коммерческому клебсиеллёзному бак-
териофагу и полигексаметилгуанидин гидрохлориду 
Table 2. Results of evaluation of sensitivity/resistance to commercial Klebsiella bacteriophage and polyhexamethyl-
guanidine hydrochloride
Штаммы K.pneumoniae             Количество       Чувствительность/устойчивость                    Чувствительность 
                                                                                                                            к бактериофагу                             к полигексаметилгуанидин 
                                                                                                    чувствительные,         устойчивые,                 гидрохлориду (МПК),% 
                                                                                                               (абс. ч.)                           (абс. ч.)                                                    
Гипермукоидные                                     14                                4                                      10                                                 0,01 
Классические                                            36                               20                                     16                                                 0,01 



териофага к чувствительным рецепторам бакте-
риальной клетки. Полученные нами результаты 
несколько противоречат сведениям некоторых 
авторов, установивших повышенную фагочув-
ствительность гипермукоидных вариантов по 
сравнению со штаммами классического морфо-
типа [26]. Логично предположить, что выявлен-
ные противоречия могут быть обусловлены меж-
штаммовыми различиями и требуют более 
углублённого изучения. Таким образом, при на-
значении бактериофагов в качестве дополни-
тельного ресурса этиотропной антимикробной 
терапии необходимой, по-нашему мнению, яв-
ляется оценка индивидуальной фагочувствитель-
ности конкретного возбудителя. 

Одной из важных характеристик МЛУ-бакте-
рий, знание которой необходимо для предотвраще-
ния распространения внутрибольничных инфек-
ций, является их чувствительность/устойчивость к 
дезинфектантам. Кроме того, имеются сведения 
о более высокой устойчивости подобных возбуди-
телей к дезинфицирующим средствам [27]. При 
сравнительном изучении гипермукоидных и 
классических морфовариантов клебсиелл нам не 
удалось выявить достоверных различий в их чув-
ствительности к дезинфектанту полигексаметил-
гуанидин гидрохлориду. Не обнаружены также 
достоверные различия между штаммами с мак-
симальным и минимальным количеством марке-
ров резистентности к антибиотикам. Так, МПК 
для всех исследуемых культур составляла 0,01%, 
что соответствует регламентируемым концентра-
циям для эффективной обработки поверхностей 
и объектов ЛПО (см. табл. 2). 

Выводы 
1.  Полученные результаты демонстрируют, 

что в этиологической структуре внебольничных 
пневмоний среди семейства Enterobacteriaceae до-
минирующее место занимает K.pneumoniae (30%). 

2. Большинство гипермукоидных изолятов 
(71%) обладали высокой вирулентностью для бе-
лых мышей (DCL�103 м. кл.), тогда как 100% клас-
сических морфовариантов не вызывали гибель 
животных даже в дозе 105 м. кл., что позволяет 
рассматривать эти штаммы как слабовирулент-
ные (авирулентные). 

3. Большинство штаммов обоих морфотипов 
были резистентны к ампициллину, амоксиклаву, 
цефотаксиму и цефтазидиму (60–100%). Однако 
группа гипермукоидных вариантов характеризо-
валась меньшим количеством маркеров рези-
стентности. Так, частота выделения штаммов, 
устойчивых к карбапенемам и цефоперазону/су-
льбактаму составляла 29–42%. Следовательно, 
среди изученных антибиотиков карбапенемы, 
аминогликозиды и цефоперазон/сульбактам мо-
гут рассматриваться в качестве препаратов вы-
бора при назначении лечения ex juvantibus при 
клебсиеллёзной пневмонии до определения ан-
тибиотикограммы возбудителя. 

4. Изучение фагочувствительности выделен-
ных штаммов к клебсиеллёзному бактериофагу 
достоверно показало, что большинство выделен-
ных гипермукоидных вариантов были устойчивы 
к действию клебсиеллёзного бактериофага. 

5. Сравнительное изучение бактерицидной 
активности к дезинфицирующему средству по-
лигексаметилгуанидин гидрохлориду не выявило 
достоверных различий в чувствительности у ги-
пермукоидных и классических полиантибиоти-
корезистентных штаммов. 
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