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Резюме 
Актуальность. Суперинфекция, обусловленная Klebsiella pneumoniae, занимает лидирующие позиции в струк-
туре бактериальных осложнений у больных COVID-19. Интенсивная циркуляция клебсиелл в условиях специа-
лизированных стационаров способствовала закреплению наиболее клинически и эпидемически значимых 
штаммов данного возбудителя, в частности представителей гипервирулентных и карбапенеморезистентных кло-
нальных линий, не теряющих актуальности и в постпандемический период. Применение бактериофагов в каче-
стве лечебных и противоэпидемических средств представляется обоснованным с учётом широкого 
распространения мультиантибиотикорезистентных штаммов K. pneumoniae. Цель исследования. Оценка чувстви-
тельности штаммов K. pneumoniae, ассоциированных с нозокомиальными инфекциями у больных COVID-19, к 
поливалентным препаратам бактериофагов. Материал и методы. В исследование были включены 96 неповто-
ряющихся штаммов K. pneumoniae, выделенных в период с мая 2020 г. по январь 2021 г. из клинического мате-
риала больных тяжёлыми и среднетяжёлыми формами COVID-19, поступивших в крупный стационар 
г. Санкт-Петербурга. Оценку чувствительности клинических штаммов к бактериофагам проводили методом спот-
теста. Для тестирования использовали коммерчески доступные препараты бактериофагов: пиобактериофаг по-
ливалентный очищенный, секстафаг и пиобактериофаг клебсиелл поливалентный очищенный. Для выявления 
вероятных механизмов фагорезистентности госпитальных штаммов K. pneumoniae были изучены нуклеотидные 
последовательности генома 6 штаммов данного возбудителя, отнесённых к доминирующим в стационаре гене-
тическим линиям ST3, ST39, ST307, ST395, ST874. Результаты. Отрицательные результаты спот-тестов наблюдали 
в 32,29% (95% ДИ=23,8–42,2) случаев. Доля пациентов, в отношении которых могла быть применена фаготерапия, 
составила 49% (95% ДИ=39,2–58,8). В структуре геномов изученных штаммов идентифицированы потенциально 
ассоциированные с резистентностью к бактериофагам CRISPR-Cas локусы 1 класса субтипов IV-A3 и I-E, а также 
ряд профаговых последовательностей. Заключение. В исследовании продемонстрирована невысокая активность 
поливалентных бактериофаговых препаратов в отношении штаммов K. pneumoniae, вызывающих нозокомиаль-
ные инфекции у больных COVID-19. Расширение возможностей фаготерапии клебсиеллёзных инфекций может 
быть реализовано за счёт увеличения разнообразия штаммов бактериофагов, активных в отношении эпидеми-
чески актуальных клонов K. pneumoniae. Рациональное применение, включающее данные бактериофаги, воз-
можно в рамках персонализированной фаготерапии.  
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Введение 
Бактериальная суперинфекция является од-

ним из наиболее значимых с клинических и эпи-
демиологических позиций осложнением COVID-19, 
обуславливая до 50% внутрибольничной леталь-
ности в специализированных стационарах [1]. Из 
числа возбудителей бактериальных инфекций, 
осложняющих течение COVID-19, лидирующие по-
зиции занимает Klebsiella pneumoniae [2].  

Широкое распространение в медицинских 
организациях, в том числе оказывающих помощь 
больным COVID-19, приобрели карбапенеморе-
зистентные штаммы Klebsiella pneumoniae (CRKP). 
Так, например, частота колонизации ими паци-
ентов в российских специализированных стацио-
нарах на пике пандемии достигала 24% [3]. Кроме 
того, показано, что в стационарах, предназначен-
ных для лечения COVID-19, эпидемический про-
цесс инфекций, связанных с оказанием медицин-
ской помощи (ИСМП), характеризуется высокой 
частотой экзогенного (перекрёстного) инфици-
рования пациентов мультирезистентными штам-

мами клебсиелл, что определяет невысокую сте-
пень генетического разнообразия госпитальных 
популяций данного возбудителя [4].  

Вследствие длительной циркуляции K. pneu-
moniae в госпитальных условиях произошло за-
крепление наиболее клинически и эпидемически 
значимых клональных линий CRKP, к числу ко-
торых относятся гипервирулентные штаммы сик-
венс-типов ST395, ST23, ST147 [5]. Данные генети-
ческие линии сохраняют свою эпидемическую 
актуальность и в постпандемический период, 
циркулируя как в западно-европейских, так и в 
российских стационарах [6, 7]. 

В условиях распространения в стационарах 
ограниченного числа эпидемических клонов, ха-
рактеризующихся множественной лекарственной 
устойчивостью представляется привлекательным 
применение бактериофагов как в качестве лечеб-
ных, так и противоэпидемических средств [8]. Од-
нако, эффективность применения бактериофагов 
для контроля распространения возбудителей 
ИСМП зависит от ряда условий и в первую оче-
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Abstract 
Background. Superinfection caused by Klebsiella pneumoniae occupies a leading position in the structure of bacterial com-
plications in COVID-19 patients. The intensive circulation of Klebsiella in specialised hospitals has contributed to the con-
solidation of the most clinically and epidemiologically important strains of this pathogen, in particular, representatives of 
hypervirulent and carbapenem-resistant clonal lines, which have not lost their relevance even in the post-pandemic period. 
The use of bacteriophages as therapeutic and anti-epidemic agents seems justified given the widespread use of multidrug-
resistant strains of K. pneumoniae. Aim of the study. To evaluate the susceptibility of K. pneumoniae strains associated with 
nosocomial infections in patients with COVID-19 to polyvalent bacteriophage medications. Materials and methods. The study 
included 96 non-repeating K. pneumoniae strains isolated from clinical material of patients admitted to a major hospital in 
St. Petersburg with severe and moderate forms of COVID-19 from May 2020 to January 2021. The susceptibility of clinical 
strains to bacteriophages was assessed using the spot test analysis. Commercially available bacteriophage preparations used 
for testing included the following: purified polyvalent pyobacteriophage, sextaphage, and purified polyvalent Klebsiella pyo-
bacteriophage. In order to identify the probable mechanisms of resistance of hospital strains of K. pneumoniae, the nucleotide 
sequences of the genomes of 6 strains of this pathogen belonging to the dominant hospital genetic lines ST3, ST39, ST307, 
ST395, ST874 were studied. Results. Negative results of spot tests were observed in 32.29% (95% CI=23.8–42.2) of cases; in gen-
eral, the proportion of patients eligible for treatment with phage therapy was 49% (95% CI=39.2–58.8). Loci of class 1 subtypes 
IV-A3 and I-E, potentially associated with resistance to CRISPR-Cas, were identified in the genome structure of the studied 
strains, as well as a number of prophage sequences potentially associated with resistance to bacteriophages. Conclusion. The 
study demonstrated low activity of polyvalent bacteriophage medications against K. pneumoniae strains causing nosocomial 
infections in patients with COVID-19. Increasing the diversity of bacteriophage strains active against epidemiologically relevant 
K. pneumoniae clones can expand the possibilities of phage therapy for Klebsiella infections. The rational use of medications 
containing these bacteriophages is possible within the paradigm of personalised phage therapy. 
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редь определяется чувствительностью бактерий 
к вирусам, входящим в состав препарата. В то же 
время имеется лишь ограниченное число наблю-
дений, направленных на изучение чувствитель-
ности к терапевтическим бактериофаговым пре-
паратам штаммов K. pneumoniae, получившим 
распространение в период пандемии COVID-19. 

Цель исследования — оценка чувствитель-
ности штаммов K. pneumoniae, ассоциированных 
с нозокомиальными инфекциями у больных  
с COVID-19, к поливалентным препаратам бак-
териофагов. 

Материал и методы 
В исследование были включены штаммы K. pneumoniae, 

выделенные в период с мая 2020 г. по январь 2021 г. из клини-
ческого материала (мокрота, бронхоальвеолярный лаваж, 
трахеальные аспираты) взрослых больных тяжёлыми и сред-
нетяжёлыми формами COVID-19, поступивших в крупный ста-
ционар г. Санкт-Петербурга (коды МКБ U07.1, U07.2). Для 
оценки чувствительности к препаратам бактериофагов были 
отобраны неповторяющиеся изоляты, выделенные не ранее 
чем через 48 ч пребывания пациентов в стационаре.  

В общей сложности в исследование было включено 
96 штаммов клебсиелл, в том числе 44 карбапенеморезистент-
ных клебсиелл (CRE) и 27 штаммов — продуцентов бета-лак-
тамаз с расширенным спектром (БЛРС). Отнесение штаммов к 
данным фенотипам резистентности проводили на основании 
критериев EUCAST (European Committee for Antimicrobial Suscep-
tibility Testing — Европейский комитет по определению чувстви-
тельности к антибиотикам) (<https://www.antibiotic.ru/eucast/>). 
При этом карбапенеморезистентному фенотипу соответствовали 
штаммы с минимальной подавляющей концентрацией меропе-
нема или имипенема �8,0 мкг/мл, верификация продукции 
БЛРС осуществлялась методом двойных дисков с цефтазиди-
мом (30 мкг) и амоксициллином (20 мкг) с клавулановой кис-
лотой (10 мкг ) (ЗАО НИЦФ, Санкт-Петербург) 

Оценка чувствительности клинических штаммов к бак-
териофагам проводили методом спот-тест. Для тестирования 
использовали следующие препараты бактериофагов: пиобак-
териофаг поливалентный очищенный (АО «НПО «Микроген», 
Россия, серия У02, г. Уфа), секстафаг (АО «НПО «Микроген», 
Россия, серия П158, г. Пермь) и пиобактериофаг клебсиелл 
поливалентный очищенный (АО «НПО «Микроген», Россия, 
серия У04, г. Уфа). Все тестируемые препараты использова-
лись в пределах сроков годности, указанных производителем.  

Литическая активность бактериофагов оценивалась пу-
тём визуальной оценки зоны лизиса на месте капель фага по 
пятибалльной шкале: отсутствие литической активности (–), 
низкая литическая активность (+), лизис с большим количе-
ством колоний вторичного роста (++), лизис с единичными 
колониями вторичного роста (+++), сплошной лизис на месте 
капли без колоний вторичного роста (++++), в соответствии с 
методическими рекомендациями [9]. Литическую активность 

бактериофага считали достаточной для терапевтического 
применения при получении результата оценки спот-теста 
«+++» и «++++».  

Статистическая обработка результатов определения чув-
ствительности к бактериофагам проводилась с использованием 
программы EPITOOLS (<https://epitools.ausvet.com.au/prevalen-
cess>) и включала в себя расчёт 95% доверительных интервалов 
для частотных показателей. 

Для выявления вероятных механизмов фагорезистент-
ности госпитальных штаммов K. pneumoniae были изучены 
нуклеотидные последовательности генома 6 штаммов данного 
возбудителя, отнесённых к доминирующим в стационаре ге-
нетическим линиям (табл. 1) по результатам предыдущих ис-
следований, включавшим в себя сочетание RAPD генотипи-
рования и полногеномного секвенирования [10, 11].  

Данный фрагмент исследования включал в себя опре-
деления типа локусов синтеза капсулы (K-локусов) на осно-
вании полноразмерных нуклеотидных последовательностей 
генов, детерминирующих их синтез, а также поиск CRISPR-
локусов. Обнаружение массивов CRISPR-Cas и прогнозирова-
ние подтипа на основе Cas генов осуществлялось с помощью 
CRISPRCasTyper  [12]. Кроме того, в изучаемых геномах осу-
ществляли поиск профаговых последовательностей при по-
мощи PhaMer [13] и PhaTYP [14]. 

Результаты и обсуждение 
Результаты тестирования препаратов бакте-

риофагов в отношении клинических изолятов де-
монстрируют высокую долю нечувствительных 
штаммов K. pneumoniae. Отрицательный резуль-
тат спот-тестов наблюдали в 32,3% (95% 
ДИ=23,8–42,2) случаев, причём спектр литической 
активности для отдельных фаговых коктейлей 
варьировал от 15,6% для препарата Секстафаг до 
34,4% для Пиобактериофага клебсиелл полива-
лентного очищенного (табл. 2). С учётом того, что 
согласно имеющимся методическим рекоменда-
циям для успешной терапии могут быть приме-
нены фаги с литической активностью по отноше-
нию к тестируемым культурам, соответствующей 
«+++» и «++++», доля пациентов, которым могла 
быть применена фаготерапия, составила 49% (95% 
ДИ=39,2–58,8). 

Штаммы клебсиелл без выявленной продук-
ции бета-лактамаз расширенного спектра и кар-
бапенемаз проявляли более высокую чувстви-
тельность к препаратам бактериофагов, чем 
штаммы, располагающие этими механизмами ан-
тибиотикорезистентности. Данный факт может 
быть объяснён с позиций концепции формиро-
вания в стационарах «тройственных паразитар-
ных систем», включающих в себя пациентов и по-
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КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ И ПРАКТИКА 

Таблица 1. Характеристика секвенированных штаммов K. pneumoniae 
Table 1. Characteristics of sequenced K. pneumoniae strains 
№ штамма                ST                                           Гены карбапенемаз                                           Номер доступа GenBank  
5232                              23                                        —                                                                               GCA_019391975.1 
5216                              39                                        —                                                                               GCA_019391995.1 
4954                             307                                       —                                                                               GCA_019392015.1 
4893                             395                                       BlaNDM-1, blaOXA-48                                       GCA_019392075.1 
4774                             874                                       —                                                                               GCA_019392135.1 
5085                             395                                       BlaNDM-1, blaOXA-48                                       GCA_019392005.1 



пуляции циркулирующих бактериофагов и бак-
терий [15]. В рамках данной концепции выдвинуто 
предположение, что стихийно циркулирующие в 
стационарах бактериофаги (умеренные и литиче-
ские с низкой вирулентностью) являются важ-
нейшими драйверами эволюции госпитальных 
штаммов возбудителей ИСМП, обеспечивая рас-
пространение детерминант устойчивости к анти-
биотикам и формируя резистентность к инфек-
ции литическими фагами. 

Различия в чувствительности тестируемых 
штаммов к изучаемым препаратам могут быть 
объяснены разницей видового или штаммового 
состава бактериофаговых коктейлей. Качествен-
ный состав вирусов, входящих в рецептуру тера-
певтических препаратов, не отражается в ин-
струкции и может варьировать в различных 
препаратах и от серии к серии [16].  

При оценке перекрёстной чувствительности 
штаммов клебсиелл к трём препаратам бактерио-
фагов, оказалось, что спектры литической актив-
ности препаратов пересекаются не полностью (ри-
сунок). К пиобактериофагу клебсиелл оказались 
чувствительны 7 штаммов, устойчивых к действию 
других препаратов; 6 штаммов — чувствительны 
только к пиобактериофагу поливалентному; 
1 штамм чувствительный только к секстафагу.  

Таким образом, представляется обоснован-
ным тестирование чувствительности, выделен-
ных штаммов K. pneumoniae, к нескольким фаго-
вым препаратам, что позволяет расширить 
возможности фаготерапии клебсиеллёзной ин-
фекции. Для персонализированной фаготерапии 
нозокомиальных инфекций целесообразно иметь 
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Таблица 2. Фагочувствительность штаммов K. pneumoniae, %  
Table 2. Phage sensitivity of K. pneumoniae strains, %                                                                        
Штаммы Klebsiella pneumoniae                                                              Результаты спот-теста, % 
                                                                                              «-»                «+»             «++»           Всего         «+++»        «++++»        Всего 
                                                                                                                                                          штаммов                                             штаммов 
                                                                                                                                                         с оценкой                                            с оценкой 
                                                                                                                                                              «-», «+»                                                   «+++»  
                                                                                                                                                              и «++»                                                 и «++++» 

Секстафаг (П158, г. Пермь) 
Все фенотипы (n=96)                                          63,5             14,6              6,3               84,4              7,3               8,3              15,6 
БЛРС (n=27)                                                             63,0             18,5              7,4               88,9              3,7               7,4              11,1 
CRE (n=44)                                                                68,2             18,2              4,5               90,9              6,8               2,3               9,1 
Штаммы без выявленной                               56,0              4,0               8,0               68,0            12,0             20,0             32,0 
продукции БЛРС, с сохранённой  
чувствительностью  
к карбапенемам (n=25)                                           

Пиобактериофаг клебсиелл поливалентный очищенный (У04, г. Уфа) 
Все фенотипы (n=96)                                          35,4             12,5             13,5             61,5            15,6             22,9             38,5 
БЛРС (n=27)                                                             40,7             11,1             14,8             66,7            11,1             22,2             33,3 
CRE (n=44)                                                                31,8             15,9             13,6             61,4            25,0             13,6             38,6 
Штаммы без выявленной                               36,0              8,0              12,0             56,0              4,0              40,0             44,0 
продукции БЛРС, с сохранённой  
чувствительностью  
к карбапенемам(n=25)                                            

Пиобактериофаг поливалентный очищенный (У02, г. Уфа) 
Все фенотипы (n=96)                                          41,7             12,5             11,5             65,6            24,0             10,4             34,4 
БЛРС (n=27)                                                             48,1             11,1              7,4               66,7            25,9              7,4              33,3 
CRE (n=44)                                                                38,6             11,4             20,5             70,5            20,5              9,1              29,5 
Штаммы без выявленной                               40,0             16,0              0,0               56,0            28,0             16,0             44,0 
продукции БЛРС, с сохранённой  
чувствительностью  
к карбапенемам (n=25)                                           

Перекрёстная чувствительность штаммов K. pneu-
moniae к тестируемым препаратам 
Cross-sensitivity of K. pneumoniae strains to the tested 
medicines



в арсенале несколько препаратов, что позволит 
осуществить подбор фагов, активных в отноше-
нии конкретного штамма возбудителя.  

Существенная часть изученных изолятов 
(51,0%) обладает устойчивостью или низкой вос-
приимчивостью к тестируемым препаратам, что со-
ответствует невозможности их применения для 
лечения клебсиеллёзной инфекции. Невысокая ак-
тивность поливалентных бактериофаговых препа-
ратов в отношении клинических штаммов клебси-
елл отмечалась и ранее в ряде исследований [17, 18]. 

Фенотипическая устойчивость изученных в 
нашей работе штаммов к бактериофаговым кок-
тейлям может объясняться широким распростра-
нением штаммов, располагающих эффективными 
механизмами противодействия фаговой инфек-
ции, что подтверждается обнаружением в струк-
туре их геномов полиморфных CRISPR-Cas локу-
сов (табл. 3). Обращает внимание тот факт, что 
абсолютной устойчивостью ко всем бактериофа-
говым препаратам обладали штаммы с типом 
CRISPR I-E, в то время как штаммы с типом CRISPR 
IV-A3 сохраняли чувствительность к бактериофа-
гам. CRISPR I класса, в целом, являются наиболее 
древними системами противофаговой защиты у 
бактерий [19], при этом тип I-E наиболее широко 
распространён среди Enterobacteriacea [20]. 

Следует отметить, что основной функцией 
CRISPR — элементов типа IV-A3, имеющих у клеб-
сиелл плазмидную локализацию, является, глав-
ным образом, участие в регуляции процессов при-

обретения конъюгативных плазмид, что может 
объяснять меньшую эффективность CRISPR дан-
ного типа в обеспечении антифаговой защиты 
бактериальных клеток [21]. Очевидно, дальнейшие 
исследования позволят прояснить роль CRISPR 
элементов различных субтипов в качестве факто-
ров, обеспечивающих невосприимчивость клини-
ческих штаммов K. pneumoniae к бактериофагам, 
входящим в состав терапевтических препаратов.  

С другой стороны мы можем отметить, что 
чувствительность к различным бактериофаговым 
препаратам обнаруживалась у штаммов, разли-
чающихся по типу генов капсулы, в том числе фаги 
могли быть применены для лечения инфекции, 
обусловленной штаммом 5085, отнесённого к wzi-
типу 64, KL64. Инфекции, связанные с гипервиру-
лентными штаммами данного капсульного типа 
демонстрировали значительный рост в Китае на 
фоне пандемии COVID-19 [22, 23] и получили ши-
рокое распространение в других странах [24, 25]. 

Известно, что клебсиеллёзные бактериофаги 
проявляют специфичность в отношении штаммов 
K. pneumoniae c определённым типом капсулы, в 
связи с чем предложена идеология разработки 
бактериофаговых коктейлей, учитывающая ва-
риабельность структуры популяции возбудителя 
по данному признаку [26]. 

Таким образом, одним из путей совершен-
ствования рецептуры бактериофаговых препара-
тов является подбор бактериофагов, активных в 
отношении эпидемически актуальных клонов, ха-
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КЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ И ПРАКТИКА 

Таблица 3. Чувствительность к препаратам бактериофагов и особенности генотипа штаммов K. pneumoniae на 
основании анализа геномных последовательностей  
Table 3. Sensitivity of K. pneumoniae strains to bacteriophage preparations and genotype characteristics based on genomic 
sequence analysis 
№ штамма                   Чувствительность                 Полиморфизм           Класс тип,            Характеристика  
                                                   к препаратам                       генов капсулы      субтип локуса             профаговых 
                                                бактериофагов                              и её тип                       CRISPR          последовательностей  
                                 пиобакте-  секста-   пиобакте-      wzi            K тип                                             коли-            номера доступа 
                                    риофаг         фаг          риофаг        type                                                                    чество                  в GenBank  
                                   полива-       П158    клебсиелл                                                                                 профа-  последовательностей, 
                                  лентный  г. Пермь    полива-                                                                                      говых         наиболее сходных 
                                    очище-                          лентный                                                                                  локусов         с выявленными 
                                      нный                             очище-                                                                                                                  профаговыми 
                                     УО02 г.                              нный                                                                                                                          локусами 
                                        Уфа                                  У04 г.  
                                                                                     Уфа                                                                        
5232                               —                —                 —             wzi1             KL1                   1, I-E                    1                        MK416021 
4774                               +                  +                   +            wzi222         KL45               1, IV-A3                  6            MK448236, OR532908, 
                                                                                                                                                                                                MK416021, NC_001609, 
                                                                                                                                                                                                              AF234172 
5085                            ++++             —               ++++         wzi64          KL64               1, IV-A3                  6            OR532908, OP114732,  
                                                                                                                                                                                                MK416019, MK416020,  
                                                                                                                                                                                                 MK422455, MK422454 
4954                               +                 —                  +            wzi173        KL102              1, IV-A3                  2                        KY271399 
4893                               +                  +                   +             wzi64          KL64               1, IV-A3                  5          NC_047817, MK416019, 
                                                                                                                                                                                                MK416020, MK422455,  
                                                                                                                                                                                                             MK422454 
5216                               —                —                 —            wzi62          KL62                 1, I-E                    2             MK416021, AF234172 



рактеризующихся определённым капсульным (К) 
типом. 

В то же время прогнозирование литической 
активности бактериофаговых препаратов в отно-
шении клинических штаммов клебсиелл в на-
стоящее время представляется затруднительным. 
В нашей работе мы наблюдали различия в чув-
ствительности к бактериофаговым препаратам  
у двух штаммов (4893 и 5085), представляющих 
собой, судя по данным их генетического типиро-
вания, один клон (ST395-KL64) и выделенных  
в одном стационаре. Генетические различия 
между этими штаммами связаны лишь с измене-
ниями в участках, относящихся к профагам. 
В этой связи, следует обратить внимание на по-
тенциальное значение умеренных бактериофагов 
в качестве факторов, оказывающих влияние на 
эффективность фаготерапии. 

Заключение 
В настоящем исследовании продемонстриро-

вана невысокая активность поливалентных бак-
териофаговых препаратов в отношении штаммов 
Klebsiella pneumoniae, вызывающих нозокомиаль-
ные инфекции у пациентов с COVID-19. 

Расширение возможностей фаготерапии 
клебсиеллёзных инфекций может быть реализо-
вано за счёт использования широкой линейки 
бактериофаговых препаратов, включающих в 
себя штаммы бактериофагов, активные в отно-
шении эпидемически актуальных клонов. С учё-
том достаточно узкого спектра литического дей-

ствия клебсиеллёзных бактериофагов [27], рацио-
нальное применение включающих их препаратов 
возможно в рамках парадигмы персонализиро-
ванной фаготерапии. 
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