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Цель. Изучить факторы патогенности и генетические характеристики у грамотри-

цательных бактерий, выделенных от пациентов в многопрофильном хирургическом ста-

ционаре. 

Материалы и методы. Объекты исследования – 64 клинических штамма грамот-

рицательных бактерий видов Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter 

baumanii, Escherichia coli, изолированных от пациентов с послеоперационными инфекци-

онно-воспалительными осложнениями. Выделение и идентификация бактерий и изучение 

у них факторов патогенности, антибиотикочувствительности и генетических характери-

стик проведены общепринятыми соответствующими методами.  

Результаты. Охарактеризован комплекс факторов патогенности (гемолитическая 

активность, антилизоцимная активность, серорезистентность, биопленкообразование) у 

клинических штаммов K. pneumoniae, P. aeruginosa, A. baumanii и E. coli, а также генетиче-

ские детерминанты резистентности к карбапенемам у клебсиелл и колистину у эшерихий.  

Заключение. Полученные данные могут быть использованы для разработки новых 

подходов к проведению микробиологического мониторинга нозокомиальных инфекций и 

оптимизации антибактериальной терапии пациентов с указанной патологией в многопро-

фильном хирургическом стационаре.   

Ключевые слова: нозокомиальные инфекции, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas 

aeruginosa. Acinetobacter baumannii, патогенные свойства, гемолитическая активность, ан-

тилизоцимная активность, серорезистентность,  антибиотикорезистентность, генетические 

маркеры.  
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Objective. To study pathogenicity factors and genetic characteristics in gram-negative 

bacteria isolated from patients in a multidisciplinary surgical hospital. 

Materials and methods. Objects of research - 64 clinical strains of negative bacteria of the 
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species Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter baumanii, Escherichia 

coli, isolated from patients with postoperative infectious and inflammatory complications. 

Isolation and identification of bacteria and their study of pathogenicity, antibiotic sensitivity and 

genetic characteristics were carried out by generally accepted appropriate methods. 

Results. A complex of pathogenicity factors (hemolytic activity, antilysocyme activity, 

seroresistance, biofilm formation) was characterized in the clinical strains of K. pneumoniae, P. 

aeruginosa, A. baumanii and E. coli, as well as the genetic determinants of resistance to 

carbapenems in Klebsiella and colistin Escherichia. 

Conclusion.  

The data obtained can be used to develop new approaches to conducting microbiological 

monitoring of nosocomial infections and optimizing the antibiotic therapy of patients with this 

pathology in a multidisciplinary surgical hospital. 

Key words: nosocomial infections, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa. 

Acinetobacter baumannii, pathogenic properties, hemolytic activity, antilysocime activity, 

seroresistance, antibiotic resistance, genetic markers. 

 

 

 

Введение 

Нозокомиальные инфекционные осложнения в хирургических стацио-

нарах являются причиной высокой летальности, увеличивают длительность и 

стоимость лечения, затрудняют последующую реабилитацию больных [1]. 

Как в России, так и за рубежом значительная доля подобных осложнений 

развивается вследствие инфицирования пациентов грамотрицательными бак-

териями, обладающими множественной резистентностью к антибактериаль-

ным препаратам [2, 3]. При этом глобальную угрозу и особую опасность 

представляют штаммы грамотрицательных бактерий, продуцирующие кар-

бапенемазы, а также клинические изоляты микроорганизмов, несущие гены 

mcr и проявляющие устойчивость к полимиксинам [4, 5]. 

С другой стороны, этиологическая значимость указанных микроорга-

низмов тесно связана с их патогенным/персистентным потенциалом, реали-

зация которого обеспечивает выживание патогенов при контакте с гумораль-

ными и клеточными эффекторами гостального иммунитета на всем протяже-

нии инфекционно-воспалительного процесса и их агрессивность при разви-

тии нозокомиальных инфекционных осложнений [6-9]. Важное патогенети-

ческое значение факторов вирулентности и персистентных характеристик 

микроорганизмов в развитии инфекционных процессов подтверждается их 

высокой информативностью при диагностике этих состояний [10]. Показано, 

что антибиотикорезистентность, антилизоцимная активность (АЛА) и спо-

собность к инактивации бактерицидной активности сыворотки крови способ-
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ствуют возникновению гнойно-септических осложнений и увеличению про-

должительности течения хирургической инфекции [11]. Кроме того, имеются 

данные, свидетельствующие о том, что 75% штаммов Acinetobacter baumannii 

от пациентов с гнойно-воспалительными заболеваниями обладают антилизо-

цимной активностью [12], а изоляты Pseudomonas aeruginosa, выделенные от 

больных с нозокомиальной пневмонией, обладают более выраженной сероре-

зистентностью по сравнению с культурами, колонизирующими дыхательные 

пути пациентов без инфекционных осложнений [13].  

Поэтому выявление патогенного потенциала и антибиотикорезистент-

ности у грамотрицательных микроорганизмов – наиболее значимых возбуди-

телей нозокомиальных инфекционно-воспалительных осложнений может 

позволить разработать алгоритмы прогнозирования течения патологического 

процесса и своевременно корректировать тактику лечения больных с указан-

ной патологией. 

Цель работы – изучить факторы патогенности и генетические характе-

ристики грамотрицательных бактерий, выделенных от пациентов в много-

профильном хирургическом стационаре. 

Материалы и методы 

Материалом послужили 64 клинических штамма грамотрицательных 

бактерий видов Klebsiella pneumoniae (n=22), Pseudomonas aeruginosa (n=13), 

Acinetobacter baumanii (n=27) и Escherichia coli (n=2), изолированных от па-

циентов с послеоперационными инфекционно-воспалительными осложнени-

ями, проходивших стационарное лечение в хирургических отделениях обще-

го и кардиологического профиля, отделениях реанимации и интенсивной те-

рапии ФГБНУ «Российский научный центр хирургии имени академика Б.В. 

Петровского».  Выделение бактерий проводили в соответствии с общеприня-

тыми методиками с использованием сред общего назначения и селективных 

питательных сред. Видовую идентификацию исследуемых микроорганизмов 

осуществляли на микробиологического анализаторе VITEK 2 Compact 

(Biomerieux, Франция) [14].  

У исследуемых штаммов определяли гемолитическую активность (ГА) 

[15], антилизоцимную активность (АЛА) [16], серорезистентность [17] и спо-

собность к биопленкообразованию (БПО) [18, по протоколу 19, с небольши-

ми модификациями 20]. Определение чувствительности бактерий к антибио-

тикам производили на микробиологическом анализаторе VITEK 2 Compact 
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(Biomerieux, Франция) с интерпретацией результатов в соответствии с крите-

риями EUCAST [21].  

Гены клинически значимых карбапенемаз и устойчивости к колистину 

выявляли методом реал-тайм ПЦР с помощью наборов AmplySens®. Геноти-

пирование колистинрезистентных штаммов осуществляли методами секве-

нирования по Сэнгеру и полногеномномного секвенирования NGS с исполь-

зованием секвенатора MiSeq (Illumina, США) и набора Nextera XT library 

preparation kit. 

Статистическую обработку данных осуществляли вариационными ме-

тодами с использованием программ Microsoft Office Excel 2010 и «Система 

микробиологического мониторинга «Микроб-2» [22, 23]. 

Результаты и обсуждение 

В ходе исследования изучены патогенные (вирулентные/персистентные) 

свойства у клинических изолятов грамотрицательных бактерий, в том числе 22 

штаммов Klebsiella pneumoniae, 27 штаммов Acinetobacter baumanii и 13 штам-

мов Pseudomonas aeruginosa, данные о которых представлены в таблице 1.  

Таблица 1. Биологические свойства грамотрицательных бактерий 

Свойство  

Доля штаммов определенного вида бактерий, 

обладающих данным признаком (%) 

K. pneumoniae A. baumanii P. aeruginosa 

n=22 n=27 n=13 

Гемолитическая  

активность (ГА) 
4,5 3,7 н/о 

Антилизоцимная  

активность (АЛА) 
86,4 81,5 н/о 

Биоплёнко-

образование (БПО) 
81,8 96,3 100 

Серорезистентность 

(СР) 
100 100 100 

Как видно из таблицы 1, гемолитически активные штаммы были ред-

костью в выборке изолятов K. pneumoniae (4,5%) и ещё реже встречались в 

группе культур A. baumanii (4,5%). У штаммов P. aeruginosa определить 

этот признак не представлялось возможным вследствие продукции бактери-

ями широкого спектра цитолитических факторов – экзо- и эндотоксинов, 
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протеолитических ферментов и др.  

При изучении антилизоцимной активности (АЛА) у клинических 

штаммов было установлено, что этот «базовый» признак персистенции до-

статочно широко распространен в выборках изолятов K. pneumoniae и A. 

baumanii (86,4 и 81,5% соответственно). На высокую частоту встречаемости 

данного свойства у грамотрицательных бактерий – возбудителей нозокоми-

альных осложнений обращали внимание и другие авторы. Так, АЛА обна-

ружена у 75% изолятов A. baumanii, выделенных от пациентов с гнойно-

воспалительными заболеваниями [12], у 78% штаммов эшерихий и 95% 

культур клебсиелл, изолированных от пациентов с нозокомиальными ин-

фекциями [24]. АЛА у штаммов синегнойной палочки не определялась по 

причине того, что штаммы P. aeruginosa проявляли антагонистическую ак-

тивность в отношении тест-культуры микрококка, используемой в методике 

по выявлению данного свойства у микроорганизмов.  

При этом уровень АЛА у штаммов K. pneumoniae варьировал в широ-

ком диапазоне (от 0,5 до 5,5 мкг/мл), составляя в среднем 2,6±0,4 мкг/мл 

(табл. 2). В то же время изоляты A. baumanii характеризовались менее вы-

раженной АЛА (1,6±0,2 мкг/мл), а ее значения колебались в пределах от 

0,25 до 3,0 мкг/мл. 

Таблица 2.  Антилизоцимная активность (АЛА) клинических штаммов 

Klebsiella pneumoniae и Acinetobacter baumanii 

Вид  

бактерий 

Число 

изученных 

штаммов 

Число штаммов,  

обладающих 

АЛА 

Диапазон  

значений  

АЛА (мкг/мл) 

Средний 

уровень АЛА 

(мкг/мл) 

K. pneumoniae 22 19 0,5 – 5,5 2,6±0,4 

A. baumanii 27 23 0,25 – 3,0 1,6±0,2 

Представленные данные корреспондируют с результатами исследова-

ний группы учёных из Кабардино-Балкарского государственного универси-

тета, которые свидетельствовали, что средний уровень АЛА у клебсиелл, 

выделенных из раневого отделяемого пациентов с гнойно-септическими за-

болеваниями, составлял 2,2 мкг/мл, а из крови – 4,8 мкг/мл [25]. 

Исследование способности к образованию биоплёнок позволило вы-

явить, что среди изученных госпитальных изолятов грамотрицательных 

бактерий это свойство широко распространено. Наиболее часто оно встре-
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чалось у P. aeruginosa – все штаммы были способны к биоплёнкообразова-

нию in vitro. Среди штаммов клебсиелл и ацинетобактеров биоплёнкообра-

зующими оказались 81,8 и 96,3% изолятов соответственно (табл. 1). При 

сравнении выраженности данного свойства нами у изученных бактерий бы-

ло установлено, что наибольшей экспрессией характеризовались штаммы K. 

pneumoniae и P. aeruginosa, среди которых средними и высокими значения-

ми БПО обладали 73 и 67% изолятов соответственно, тогда как в выборке 

культур A. baumanii таких штаммов было несколько меньше – 56%.  

Эти данные, в целом, согласуются с мнением, что способность бакте-

рий формировать биопленки является одним из ключевых условий инициа-

ции ими  нозокомиальных инфекционно-воспалительных заболеваний [26].  

Анализ серорезистентности (СР) бактерий показал, что все изученные 

штаммы были в той или иной степени устойчивы к  50% сыворотке крови че-

ловека (табл. 1). Причем доля штаммов с СР более 90% нарастала в ряду: K. 

pneumoniae (72,7%) - A. baumanii (74,0%) - P. aeruginosa (84,2%) (рис.). 

 

Рис. Доля высокосерорезистентных штаммов бактерий в выборках. 

Аналогичный ряд выстраивался и при оценке у бактерий Индекса рези-

стентности к бактерицидной активности сыворотки – ИР-БАС (усл. ед), кото-

рый является отношением уровня СР (%) изученного штамма к уровню СР 

тест-штамма E. coli К12. Так, средние значения индекса Р-БАС, учитывая ви-
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довую  принадлежность  исследуемых  микроорганизмов,  возрастали  в  ряду: 

K. pneumoniae - A. baumanii - P. aeruginosa (5,2±0,5 - 5,4±0,4 - 7,3±0,6). 

Установленная нами высокая серорезистентность у клинических штам-

мов грамотрицательных бактерий вполне понятна, поскольку данное свойство 

обеспечивает микроорганизмам устойчивость и выживание при контакте с си-

стемой комплемента как одного из важнейших гуморальных эффекторов им-

мунитета макроорганизма [27], на что указывали и чешские авторы, выявив-

шие СР у всех клинических изолятов Acinetobacter sp. и обнаружившие ее вы-

сокий уровень у 62% изученных штаммов [28]. 

Не менее важной в терапевтическом и эпидемиологическом плане ха-

рактеристикой клинических изолятов грамотрицательных бактерий является 

их антибиотикорезистентность и ее генетическая детерминация.   

В настоящее время карбапенемы составляют основу терапии инфекций 

(включая нозокомиальные инфекционно-воспалительные осложнения), вы-

званных грамотрицательными бактериями с множественной лекарственной 

устойчивостью, в том числе K. pneumoniae и A. baumannii. Однако глобаль-

ное распространение среди указанных патогенов ферментов карбапенемаз 

ставит под угрозу эффективность антибиотиков этой группы. Известно, что 

основным продуцентом карбапенемаз среди грамотрицательных бактерий в 

России, как и в других регионах мира, является K. pneumoniae. Поэтому из 17 

штаммов K. pneumoniae были отобраны 3 изолята, фенотипически проявляв-

ших резистентность к карбапенемам, для обнаружения у них наиболее часто 

встречающихся у клебсиелл генов, кодирующих продукцию карбапенемаз, 

групп OXA, NDM, KPC.  

Было установлено, что резистентность к карбапенемам обусловлена 

наличием у одного штамма гена OXA-48 и у двух штаммов гена KPC. Штам-

мы K. pneumoniae, обладавшие геном КРС, отличались перекрёстной и ассо-

циированной резистентностью ко всем изученным антибиотикам из разных 

групп, кроме колистина. Штамм K. pneumoniae, обладавший геном ОХА-48, 

также отличался перекрёстной и ассоциированной резистентностью к анти-

биотикам разных групп, за исключением гентамицина и колистина.  

Очевидно, что возможности этиотропной терапии инфекций, вызывае-

мых такими штаммами клебсиелл – продуцентами карбапенемаз, ограниче-

ны. Реальные возможности лечения инфекций, вызванных продуцентами 

карбапенемаз, связаны с антибиотиками группы полимиксинов. При этом ни 
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один из изолятов клебсиелл не проявлял фенотипической устойчивости к ко-

листину и не являлся носителем генов резистентности к этому антимикроб-

ному препарату.  

В то же время среди клинических изолятов грамотрицательных бакте-

рий, выделенных от пациентов с инфекционно-воспалительной патологией, 

нами были обнаружены 2 штамма E. coli (Eco-49 и Eco-84), демонстрирую-

щих фенотипическую устойчивость к колистину, которые, кроме того, обла-

дали множественной  антибиотикорезистентностью. В результате проведен-

ных молекулярно-генетических исследований было установлено, что устой-

чивость к колистину у обоих штаммов детерминировалась геном mcr-1, лока-

лизованным на идентичных конъюгативных плазмидах pMCR-1_Msc. Поми-

мо этого один из штаммов содержал пять, второй – четыре иные плазмиды, 

несущие гены резистентности к другим антибактериальным препаратам, 

включая гены, кодирующие продукцию β-лактамаз расширенного спектра и 

устойчивость к аминогликозидам. Кроме того, указанные изоляты E. coli об-

ладали индивидуальными наборами генов вирулентности, при этом общими 

для них были гены ipfA (адгезия) и iroN (фиксация железа), а также ген по-

вышенной выживаемости в сыворотке iss.  

Характеристика патогенных биопрофилей (комплекс фенотипических 

признаков патогенности) изученных колистин-резистентных штаммов E. coli 

отражена в таблице 3.  

Таблица 3. Факторы патогенности колистин-резистентных штаммов E. coli 

Штаммы 

Гемолитическая 

активность  

(ГА) 

Антилизоцимная 

активность  

(АЛА) 

Серорезис-

тентность  

(СР, %) 

Биоплёнко-

образование 

(БПО) 

E. coli Eco-49 Отсутствует 1,0 117,4 0,012 

E. coli Eco-84 Отсутствует 0,5 93,2 0,235 

 

Как видно из представленных в таблице 3 данных, оба штамма E. coli 

(Eco-49 и Eco-84) не обладали ГА, но проявляли АЛА (на низком уровне – 

1,0 и 0,5 мкг/мл соответственно) и отличались выраженной СР (превышаю-

щей 90%). Кроме того, в отличие от штамма E. coli Есо-49, изолят E. coli 

Есо-84 был способен к формированию биоплёнок, но данное свойство у не-

го слабо выражено.   

Такие фенотипические особенности изученных колистин-резистент-
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ных штаммов E. coli свидетельствуют, с одной стороны, о их способности 

противостоять таким гуморальным эффекторам иммунитета, как лизоцим и 

система комплемента (наличие АЛА и СР), с другой стороны, о их незначи-

тельной биоагрессивности (отсутствие ГА и склонности к БПО), что может 

указывать на опасность распространения подобных эшерихий у людей с  

компрометированным иммунобиологическим статусом, в частности паци-

ентов с тяжелой хирургической патологией, вызывая у них нозокомиальных 

инфекционно-воспалительных осложнений.   

Заключение 

Приведенные в работе данные вызывают опасение не только в связи с 

множественной антибиотикорезистентностью клинически значимых штам-

мов грамотрицательных бактерий и низкой эффективностью терапии ин-

фекционно-воспалительных процессов, инициированных вызванных такими 

возбудителями, но и с наличием у них выраженного патогенного потенциа-

ла. Появление подобных бактериальных изолятов в стационарах диктует 

необходимость разработки комплексного подхода, направленного на все-

стороннее изучение и сдерживание распространения таких микроорганиз-

мов, а также на предотвращение появления высокорезистентных штаммов, в 

том числе в результате горизонтального переноса генов антибиотикорези-

стентности. Кроме того, эти данные могут быть использованы для оптими-

зации этиотропной терапии и профилактики нозокомиальных инфекций в 

хирургических стационарах.   

(Работа выполнена по теме  Плана НИР ОФИЦ УрО РАН (ИКВС УрО РАН) «Эндогенные 

бактериальные инфекции: возбудители, факторы риска, биомаркеры, разработка        

алгоритмов диагностики, лечения и профилактики» ( № гос. рег. 0420-2017-0002)                       

и при поддержке Российского научного фонда, грант № 18-74-00098) 
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