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Введение. Klebsiella pneumoniae является условно патогенным возбудителем, который отвечает за возникновение вну-
трибольничных и внебольничных инфекций, присутствует в почвенной и водной среде, но вирулентный потенциал изолятов 
K. pneumoniae из окружающей среды в значительной степени неизвестен. Поскольку главной угрозой загрязнения внешней среды 
в настоящий момент считаются изоляты с множественной устойчивостью к антибиотикам, то основная масса исследований 
K. pneumoniae из окружающей среды посвящена выявлению именно таких изолятов (в основном продуцентов бета-лактамаз).
Материал и методы. В работе 42 изолята K. рneumoniae, выделенных из сточных вод, 19 – из поверхностных водных источ-
ников и 63 изолята из кишечной микробиоты «практически здоровых» людей проанализированы методом ПЦР на наличие по-
тенциальных генов вирулентности (ybts, kfu, rmpA, mrkD, K2, alls, magA, iutA).
Результаты. В результате анализа выявлена статистически значимая неоднородность исследуемых выборок. Изоляты, выде-
ленные из сточных вод, показали наибольшую долю и спектр вирулентных генов (8 из 8). Изоляты из поверхностных источников 
статистически оказались неразличимы с изолятами, выделенными из кишечной микробиоты «практически здоровых» людей, 
при этом и в этих группах выявлялись патогенные детерминанты.
Заключение. Изоляты К. pneumoniae из поверхностных источников статистически не различались с изолятами из кала «прак-
тически здоровых», хотя часть вирулентных генов выявлена и в этих изолятах. Сточные воды могут служить резервуаром для 
высоковирулентных представителей К. pneumoniae, в большей степени, чем кишечник здоровых людей, могут служить риском 
для здоровья населения. Необходимы дополнительные исследования с более объёмными выборками и широким спектром виру-
лентных признаков для прогнозирования распространения гипервирулентных штаммов.
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Introduction. Klebsiella pneumoniae, an opportunistic pathogen responsible for nosocomial and community-acquired infections, is present 
in soil and water. Still, the virulent potential of K. pneumoniae isolates from the environment is mostly unknown. Since isolates with multiple 
antibiotic resistance are currently considered to be the main threat of environmental pollution, the bulk of ecological studies of K. pneu-
moniae are devoted to the identification of just such isolates (mainly producers of beta-lactamases).
Material and methods. In this study, 42 isolates of K. pneumoniae isolated from wastewater, 19 from surface water sources, and 63 isolates 
from the intestinal microbiota of conventionally healthy cases were analyzed by PCR for the presence of potential virulence genes (ybts, kfu, 
rmpA, mrkD, K2 , alls, magA, iutA).
Results. As a result of the analysis, a statistically significant heterogeneity of the studied samples was revealed. Isolates from wastewater 
showed the highest proportion and spectrum of virulent genes (8 out of 8). Isolates from surface sources were statistically indistinguishable 
from isolates isolated from the intestinal microbiota of “conventionally healthy” people, while pathogenic determinants were also detected 
in these groups.
Conclusion. K. pneumoniae isolates from surface sources did not statistically differ from isolates from feces of “practically healthy” 
ones, although some of the virulent genes were also detected in these isolates. Wastewater can serve as a reservoir for highly virulent  
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Введение
Поверхностные воды, питьевая вода, почва, растения, 

сточные воды и промышленные стоки являются экологи-
ческими резервуарами бактерий Klebsiella pneumoniae, так-
же присутствующих в резидентной микрофлоре кишечника 
«практически здоровых» людей [1, 2]. Однако Podschun и 
его коллеги [3] в 2001 г. выделили из поверхностных вод в 
Германии потенциально патогенные K. pneumoniae, кото-
рые обладают такими факторами вирулентности, как пили, 
устойчивость к воздействию сыворотки крови и сидерофор. 
Эти факторы вирулентности характерны для патогенных 
изолятов K. pneumoniae, вызывающих поражение кишечни-
ка, респираторных органов, печени и др. [4]. Таким образом, 
K. pneumoniae из окружающей среды может представлять 
угрозу для здоровья человека [5].

Поскольку главной угрозой загрязнения внешней среды 
в настоящий момент считаются изоляты с множественной 
устойчивостью к антибиотикам [https://www.who.int/news-
room/fact-sheets/detail/antibiotic-resistance], то основная мас-
са исследований K. рneumoniae, выделенных из окружающей 
среды, посвящена выявлению именно таких изолятов (в ос-
новном продуцентов бета-лактамаз [6–8]). Вместе с тем важ-
ны также и иные генетические детерминанты, в том числе и 
те, которые определяют так называемый гипервирулентный 
патотип K. pneumoniae (hvKp) [4, 9], вызывающий инфекции 
и эпидемиологические вспышки. Для hvKp весьма характе-
рен так называемый гипермукоидный фенотип (ГМ), про-
являющийся в слизеобразности бактериальной колонии и 
защищающий клетки от фагоцитоза и воздействия сыворот-
ки  [10]. Также hpKv свойственны устойчивость к  антибио-
тикам, усиленная продукция сидерофоров и определённые 
серотипы бактериальной капсулы (К1, К2) [9, 11].

Для оценки загрязнённости поверхностных и сточных 
вод вирулентными (и потенциально гипервирулентными) 
изолятами K. pneumoniae в настоящем исследовании исполь-
зован ПЦР-анализ ДНК изолятов из этих источников в срав-
нении с кишечной микробиотой «практически здоровых» 
людей на наличие патогенных детерминант (сидерофоров, 
адгезинов, генов мукоидного фенотипа, вирулентного серо-
типа и метаболизма аллантоина (маркера внекишечных ин-
фекций) – всего 8 генов).

Материал и методы
Исследования проведены в рамках выполнения темы  

Государственного задания Peг. № АААА-А18-118020590091-2 
«Разработка технологий криоконсервации и архивирования 
биобразцов микроэкологических ресурсов человека».

Получение бактериальных изолятов. В работе использо-
ваны:
• изоляты K. pneumoniae ФГБУ «ЦСП» ФМБА России, вы-

деленные из кишечной микробиоты когорты «практиче-
ски здоровых» людей (63 изолята);

• 19 изолятов K. pneumoniae из поверхностных источников, 
выделенных из 19 проб воды рек Москвы, Дона, отобран-
ных в октябре 2018 и ноябре 2019 гг.; 

• 42 изолята, выделенных из 26 образцов сточной воды вну-
три станций аэрации на разных стадиях очистки г. Москвы 
и Московской области (Курьяновской, Зеленоградской, 
Люберецкой, Подольской) в рамках выполнения Госу-
дарственного контракта № 0195100000219000284_315749 
в октябре-ноябре 2018 г. и ноябре 2019 г.
Отбор проб проводили в соответствии с ГОСТ 31942-2012 

«Вода. Отбор проб для микробиологического анализа», про-
бы воды исследовали методами, указанными в МУ 4.2.1884-04 
«Санитарно-микробиологический и санитарно-паразитоло-
гический анализ воды поверхностных водных объектов».

Изолированные колонии K. pneumoniae выделяли куль-
туральным методом на агаризованных дифференциально-
диагностических средах (Эндо (HiMedia), Агар BСР (Conda), 
Chromocult Conform Agar (Merk)).

Идентификацию бактерий проводили с использованием 
системы масс-спектрометрической бактериальной иденти-
фикации Biotyper MALDI-TOF MS (Bruker).

Все выделенные изоляты K. pneumoniae хранили в рабо-
чей коллекции ФГБУ «ЦСП» ФМБА России при темпера-
туре –70 °С в среде для длительного хранения живых бакте-
риальных клеток в условиях низких температур (Патент на 
изобретение № 2019128097 от 06.09.2019 г.). Для подготовки 
к выделению ДНК изоляты K. pneumoniae вынимали из низ-
котемпературного хранилища, размораживали в течение 
45 с на прогретой заранее до температуры +37 °С водяной 
бане, затем образцы оставляли при комнатной температуре 
до полного оттаивания (заявка на патент № 2019142673 от 
20.12.2019 г.).

Выделение ДНК. Изолированные суточные колонии 
снимали с агаризованной питательной среды (мясо-пеп-
тонный агар), ресуспендировали в стерильном физиологи-
ческом растворе, собирали центрифугированием, добавля-
ли 0,5 мл деионизованной воды и лизировали 15-минутным 
прогреванием при 70 °С. После 10 мин центрифугирования 
при 6000 об./мин надосадочную жидкость использовали в 
ПЦР-анализе.

ПЦР-анализ. Использовали специфические синтезиро-
ванные олигонуклеотиды к генам-мишеням, предложен-
ным в работе Compain и соавт. [12] для мультиплексного  

K. pneumoniae, to a greater extent than the intestines of healthy people, and can serve as a risk to public health. Additional studies with 
larger samples and a more comprehensive range of virulent traits are needed to predict the spread of hypervirulent strains.

K e y w o r d s :  hpkV Klebsiella pneumoniae; siderophore; hypermucoid phenotype; surface water; sewage water
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анализа (табл. 1) и реактивов набора для ПЦР с Taq-полимера- 
зой (PK114, Евроген), согласно протоколу производителя.

В качестве внутреннего контроля прохождения реакции 
использовался ген сидерофора entB, универсальный для всех 
бактерий рода Klebsiella.

Мультиплексный анализ проводили в условиях реакции, 
описанных у Compain, 2014: денатурация 15 мин при 95 °С, 
30 циклов (95 °С 30 с; 60 °С 90 с; 72 °С 60 с), финальная элон-
гация 72 °С 10 мин.

Продукты реакции детектировали методом электрофо-
реза в 1,2% агарозном геле на трис-борат-ЭДТА буфере с 
окрашиванием бромистым этидием. Детекцию производили 
с помощью системы BioRad Gel-detection.

Статистический анализ. Анализ статистической досто-
верности различий между группами изолятов представлен-

ности патогенных детерминант проводили с использованием 
программного обеспечения Statistica (Statsoft, Dell) методом 
критерия согласия Пирсона χ2 (хи-квадрат) [13].

Результаты
Результаты анализа 42 изолятов K. pneumoniae, выделен-

ных из сточных вод, 19 штаммов, обнаруженных в поверх-
ностных источниках, и 63 изолятов из кишечной микробио-
ты «практически здоровых» людей представлены на рисунке.

Статистические различия между исследуемыми генами 
изолятов бактерий, выделенными из внешней среды, вне-
кишечными инфекциями, обусловленными K. pneumoniae и 
штаммами, выделенными от когорты «практически здоро-
вых» людей, представлены в табл. 2.
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Т а б л и ц а  1
Последовательности олигонуклеотидов к генам-мишеням ПЦР для проведения мультиплексного анализа

Ген-мишень ПЦР Функция белка – продукта гена-мишени Название 
олигонуклеотида Последовательность олигонуклеотида

entB Захват и транспорт железа entB_for GTCAACTGGGCCTTTGAGCCGTC
entB_rev TATGGGCGTAAACGCCGGTGAT

ybtS Захват и транспорт железа ybtS_for GACGGAAACAGCACGGTAAA
ybtS_rev GAGCATAATAAGGCGAAAGA

kfu Захват и транспорт железа, фосфотрансфераза kfu_for GGCCTTTGTCCAGAGCTACG
kfu_rev GGGTCTGGCGCAGAGTATGC

iutA Захват и транспорт железа iutA_for GGGAAAGGCTTCTCTGCCAT
iutA_rev TTATTCGCCACCACGCTCTT

mrkD Компонент системы адгезина 3-го типа mrkD_for AAGCTATCGCTGTACTTCCGGCA
mrkD_rev GGCGTTGGCGCTCAGATAGG

magA Гипермукоидный фенотип, серотип К1 magA_for GGTGCTCTTTACATCATTGC
magA_rev GCAATGGCCATTTGCGTTAG

rmpA Гипермукоидный фенотип rmpA_for CATAAGAGTATTGGTTGACAG
rmpA_rev CTTGCATGAGCCATCTTTCA

k2 K2-серотип, предположительно патогенный K2_for CAACCATGGTGGTCGATTAG
K2_rev TGGTAGCCATATCCCTTTGG

allS Метаболизм аллантоина allS_for CATTACGCACCTTTGTCAGC
allS_rev GAATGTGTCGGCGATCAGCTT

Процент изолятов K. pneumoniae, содержащих условно патогенные гены, в сравниваемых группах.

Т а б л и ц а  2
Значения критерия согласия Пирсона χ2 и вероятности ошибки (p) при сравнении представленности исследуемых генов  
в сравниваемых группах

Сравниваемые группы
Исследуемый ген

ybts kfu iutA mrkD rmpA magA K2 Alls
p χ2 p p χ2 p χ2 p χ2 p p χ2 p

Внешние источники / Сточные 
воды / Кишечная микробиота 
«практически здоровых»

> 0,05 9,2 < 0,01 > 0,05 11,2 < 0,01 21,7 < 0,001 12,3 < 0,01 > 0,05 11,0 < 0,01
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людей»

Изоляты, выделенные:
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деленных в сточных водах. Такое распределение вирулентности 
бактерий K. рneumoniae можно объяснить следующим образом.

Сточные воды богаты питательными веществами, анти-
микробными субстанциями и тяжёлыми металлами, что предо-
ставляет оптимальные условия для размножения и развития из-
менчивости у бактерий [24, 25]. В ряде исследований делались 
предположения о том, что очистные сооружения, места сбора и 
сброса сточных вод, системы отстойников и т. п. могут служить 
инкубационным резервуаром, где бактерии могут размножаться, 
взаимно обмениваться мобильными элементами генома (в том 
числе несущими гены разнообразной устойчивости) и в случае 
даже небольших дефектов очистки высвобождаться в окружаю-
щую среду и нести потенциальный вред здоровью человека [26].

В литературе имеется ряд сообщений о выявлении в изоля-
тах K. pneumoniae из сточных и поверхностных вод таких пато-
генных детерминант, как сидерофоры. В то же время большин-
ство исследователей сообщают об отсутствии обнаруженных 
авторами генов мукоидного фенотипа, присущего высокови-
рулентным клебсиеллам. Испанскими исследователями отме-
чалось сходство вирулентных свойств изолятов K. pneumoniae 
из сточных вод с клиническими изолятами по присутствию 
сидерофора ybtS и адгезинов, в том числе 3-го типа (как mrkD), 
в то время как гены мукоидного фенотипа magA и rmpA в сточ-
ных водах не обнаруживались [27]. В Иране сидерофор kfu об-
наружен в 20% изолятов из окружающей среды (в сравнении 
с 33% среди клинических изолятов). Runcharoen и соавт. [28] 
проанализировали методом полногеномного секвенирования 
30 изолятов из клиники и прилегающих водоёмов в Таиланде, 
и ген rmpA не был выявлен в водных источниках. В аналогич-
ном исследовании в Румынии в изолятах поверхностных вод 
вблизи госпиталей также не найдены детерминанты гиперму-
коидного фенотипа [29]. В исследовании поверхностных вод 
рек Малайзии [30] гены magA и rmpA не обнаружились даже у 
изолятов из популяционно нагруженных и загрязнённых фе-
калиями населённых мест. Только в Ираке [31] выявили нали-
чие генов мукоидного фенотипа у изолятов из поверхностных 
вод в 15% случаев (magA) и 75% (rmpA).

В глобальных исследованиях показано, что конкретные 
патотипы могут иметь весьма различную частоту встреча-
емости в разных странах [32], что объясняется как различ-
ными климатическими условиями, так и разным качеством 
санитарно-гигиенических мероприятий.

Заключение
На основании проведённого молекулярно-генетическо-

го анализа генов патогенности K. pneumonia в изолятах, вы-
деленных из сточных и поверхностных вод, установлено, 
что они достоверно отличаются по набору генов как между 
собой, так и с выборкой изолятов, выделенных из кишеч-
ной микробиоты «практически здоровых» людей. Выборка 
К. pneumoniae из сточных вод продемонстрировала достаточ-
но высокий вирулентный потенциал. Изоляты, выделенные 
из этой группы, обладают повышенной частотой генов ги-
пермукодиного фенотипа rmpA, magA (характерных для ги-
первирулентных клебсиелл), гена alls (ассоциированного с 
больничными внекишечными инфекциями), а также повы-
шенной частотой сидерофора kfu и адгезина mrkD.

Изоляты К. pneumoniae из поверхностных источников 
статистически не различались с изолятами из кала «практи-
чески здоровых», хотя часть вирулентных генов выявлены и 
в этих изолятах.

Таким образом, полученные результаты позволяют пред-
положить, что сточные воды и очистные сооружения дей-
ствительно могут служить резервуаром для высоковирулент-
ных представителей К. pneumoniae в большей степени, чем 
кишечник здоровых людей и водоёмы. При недостаточном 
обеззараживании сточных вод патогенные изоляты имеют 
возможность попадать в поверхностные воды, что в свою 
очередь может представлять эпидемическую опасность.

Гены, чьи продукты участвуют в захвате, транспорте и ус-
воении железа из окружающей среды, выявлены во всех из-
ученных группах. Продукты этих генов также способны уча-
ствовать в патогенезе, индуцируя воспаление и усиленный 
бактериальный рост [14, 15]. Ген сидерофора ybtS обнаружи-
вался в изучаемых группах с достоверно различной частотой – 
около 40% штаммов из водных сред и существенно меньше у 
изолятов «практически здоровых» (26,5%) людей. Отвечаю-
щий за транспорт железа kfu выявляли с максимальной ча-
стотой в изолятах, выделенных из сточных вод (35,7%), чуть 
меньшей (26,3%) – в изолятах из поверхностных источников 
и около 10% – у изолятов, выделенных из кишечной микро-
биоты «практически здоровых» людей, причём эти различия 
оказались статистически значимыми (р < 0,01). Сидерофор 
iutA не демонстрировал статистически значимых различий в 
частоте выявляемости между группами (6,3–15,7% изолятов).

Адгезин 3-го типа mrkD, ассоциированный с госпиталь-
ными инфекциями [16, 17], выявлен максимально у изо-
лятов из сточных вод (80,9%) по сравнению с изолятами от 
«практически здоровых» лиц и изолятами из поверхностных 
источников (49,2 и 52,6% соответственно) (р < 0,01).

Ген k2, ассоциированный с К2-серотипом бактериаль-
ной капсулы, встречался во всех исследуемых группах изо-
лятов без статистических различий.

Ген, связанный с гипермукоидным фенотипом 
K. pneumoniae (rmpA), статистически чаще всего (р < 0,001) об-
наруживался в изолятах, выделенных из проб сточных вод с 
частотой 33,3%. Реже всего (1,6%) он встречался в изолятах, 
выделенных из кишечной микробиоты «практически здоро-
вых» людей. Из изолятов, выделенных из проб поверхностных 
вод, только 10,5% имели этот ген. Ген magA, также ассоцииро-
ванный с ГМ-фенотипом, встречается только у изолятов, вы-
деленных из проб сточных вод (14,3% из выборки).

Ген, участвующий в метаболизме аллантоина alls, ассо-
циированный с изолятами из печёночных абсцессов [18], до-
стоверно чаще (р < 0,01) встречался в изолятах, выделенных 
из проб сточной воды (16,7% в сравнении с 1,6% у изолятов 
из кишечной микробиоты «практически здоровых» людей и 
отсутствием в пробах, выделенных из поверхностных вод).

Обсуждение
Характерной чертой бактерий рода Klebsiella является спо-

собность колонизировать самые разные места обитания как во 
внешней среде (вода, почва), так и в живых организмах (расте-
ния, пищеварительный тракт и респираторные органы живот-
ных и человека и т. д.) [19]. Тем не менее вопросы специфич-
ности конкретных бактерий для конкретных мест обитания 
и возможной циркуляции их между различными биотопами 
остаются невыясненными. Изучение поверхностных и сточ-
ных вод на наличие патогенных микроорганизмов имеет сво-
ей целью как оценить степень загрязнения (локальная задача, 
представляющая интерес для конкретного региона), так и вы-
явить пути, по которым распространяется загрязнение (пред-
ставляет универсальный интерес). Можно предположить, что 
источником загрязнения потенциально патогенными бакте-
риями K. pneumoniae является недостаточная очистка бытовых 
сточных вод [20–22], в том числе поступающих из лечебных уч-
реждений больнично-ассоциированных инфекций [23] и т. д.

В настоящем исследовании наиболее широкий спектр пато-
генных детерминант выявляли в изолятах K. рneumoniae, выде-
ленных из сточных вод, в которых были обнаружены все иссле-
дуемые вирулентные гены (8 генов). К тому же 5 из этих генов 
обнаружили либо в большем проценте (kfu, mrkD, rmpA, alls), 
либо исключительно в изолятах этой группы (magA). В изолятах, 
выделенных из поверхностных вод, встречали 6 генов-мише-
ней, а в фекалиях когорты «практически здоровых» – 7 людей 
(при этом два из них – rmpA и alls – всего лишь в 1,6% случаев).

Таким образом, в проведённом исследовании наибольший 
вирулентный потенциал выявлен у изолятов K. рneumoniae, вы-
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