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Резюме ___________________________________________________________________________________________________ 

Цель. Оценить чувствительность к антибиотикам и их комбинациям продуцирую-
щих карбапенемазы клинических изолятов Klebsiella pneumoniae, выделенных от 
пациентов с бактериальными осложнениями COVID-19.
Материалы и методы. Для 70 клинических изолятов K. рneumoniae, выделенных от 
пациентов с бактериальными осложнениями COVID-19 в 2021–2022 гг., методом ПЦР 
в реальном времени выполнена детекция генов карбапенемаз. Методом микрораз-
ведений в бульоне определены минимальные подавляющие концентрации антибио-
тиков (амикацина, колистина, тигециклина, меропенема). Определение чувствитель-
ности к двойным и тройным комбинациям антибиотиков выполнено модифициро-
ванным методом тестирования бактерицидности различных комбинаций.
Результаты. Устойчивость к амикацину выявлена у 75,7% штаммов K.  pneumoniae 
(МПК50 и МПК90 ≥1024 мг/л), к меропенему – у 91,4% (МПК50 – 64 мг/л, МПК90 – 256 мг/л), 
к колистину  – у 90,0% (МПК50  – 32 мг/л, МПК90 ≥256  мг/л), к тигециклину  – у 40,0% 
(МПК50 – 0,5 мг/л, МПК90 – 1 мг/л). Продуцентами карбапенемазы NDM являлись 4,3% 
штаммов, OXA-48 – 52,5%, копродуцентами NDM + OXA-48 – 35,7%, OXA-48 + KPC – 
2,9%, NDM + OXA-48 + KPC – 4,3%. Среди протестированных комбинаций антибио-
тиков наиболее эффективной была тигециклин-колистин (бактерицидный эффект 
в отношении 52,9% штаммов, бактериостатический – 44,3% штаммов). Другие ком-
бинации с включением колистина были активны в отношении 47,1–65,7% штаммов. 
Комбинации из двух карбапенемов не проявляли бактерицидной активности в от-
ношении карбапенеморезистентных штаммов.
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Заключение. Выявленные высокие уровни резистентности к эмпирически назна-
чаемым антибиотикам и их комбинациям требуют более широкого внедрения в 
рутинную практическую деятельность микробиологических лабораторий методов 
определения значений минимальных подавляющих концентраций и выявления си-
нергидной активности комбинаций из нескольких антибиотиков. 
Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae, COVID-19, антибиотикорезистентность, 
карбапенемазы, карбапенемы, колистин, комбинации антибиотиков
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Abstract ___________________________________________________________________________________________________ 

Purpose. To assess susceptibility to antibiotics and their combinations of carbapenemase-
producing Klebsiella pneumoniae clinical strains isolated from patients with COVID-19 
bacterial co-infections.
Materials and methods. Carbapenemase genes were detected by real-time PCR in 70 
K.  pneumoniae strains isolated from patients COVID-19 with bacterial co-infections in 
2021–2022. The MICs for antibiotics (amikacin, colistin, tigecycline, meropenem) were 
determined using the broth microdilution method. Susceptibility to double and triple 
antibiotic combinations was assessed by modified multiple combination bactericidal 
testing.
Results. Resistance to amikacin was detected in 75.7% of K. pneumoniae strains (MIC50 and 
MIC90 ≥1024 mg/l), to meropenem in 91.4% (MIC50 – 64 mg/l, MIC90 – 256 mg/l), to colistin 
in 90.0% (MIC50  – 32  mg/l, MIC90 ≥256  mg/l), to tigecycline in 40.0% (MIC50  – 0.5  mg/l, 
MIC90 – 1 mg/l). Among the isolated strains, 4.3% were producers of NDM carbapenemase, 
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52.5% of OXA-48, 35.7% were co-producers of NDM + OXA-48, 2.9% of OXA-48 + KPC, and 
4.3% of NDM + OXA-48 + KPC. The tigecycline-colistin combination was rated the most 
effective (bactericidal effect against 52.9% of strains, bacteriostatic effect in 44.3%). Other 
colistin-based combinations have shown bactericidal effect against 47.1–65.7% of strains. 
Combinations of two carbapenems weren’t active against carbapenem-resistant strains.
Conclusion. High levels of resistance to empirically prescribed antibiotics and their 
combinations were revealed, requiring a wider introduction of MICs determination 
methods and the identification of synergistic activity of antibiotic combinations into the 
routine practice of microbiological laboratories.
Keywords: Klebsiella pneumoniae, COVID-19, antibiotic resistance, carbapenemases, 
carbapenems, colistin, antibiotic combinations

	� ВВЕДЕНИЕ
Klebsiella pneumoniae является одним из наиболее значимых возбудителей ин-

фекций, связанных с оказанием медицинской помощи. По данным международных 
сетей по надзору за устойчивостью к противомикробным препаратам EARS-Net и 
CAESAR, уровень резистентности инвазивных штаммов K. pneumoniae к карбапене-
мам в Беларуси остается самым высоким среди европейских стран, а на фоне панде-
мии COVID-19 отмечен рост резистентности (с 75,9% в 2019 г. до 86,7% в 2021 г.) [1]. 
В выполненных в Беларуси локальных исследованиях отмечается связанный с пан-
демией COVID-19 рост резистентности K. pneumoniae как к отдельным антибиотикам 
(карбапенемам, аминогликозидам, колистину), так и к их комбинациям [2].

Устойчивость K.  pneumoniae к карбапенемам обусловлена главным образом 
продукцией карбапенемаз различных типов (сериновых карбапенемаз OXA-48 и 
KPC, металло-бета-лактамазы NDM) и сочетается с устойчивостью к большинству 
β-лактамных и не-β-лактамных антибиотиков с формированием фенотипа множе-
ственной и экстремальной антибиотикорезистентности [3, 4]. 

Распространение экстремально-антибиотикорезистентных штаммов 
K. pneumoniae в госпитальной среде затрудняет проведение антибактериальной те-
рапии и требует назначения комбинаций антибиотиков. В условиях сочетания раз-
личных генетических детерминант устойчивости у разных штаммов эффективность 
комбинаций антибиотиков является трудно предсказуемой, в силу чего появилась 
необходимость использования in vitro тестов для выбора оптимальной комбиниро-
ванной терапии для конкретного пациента [5].

	� ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ
Оценить чувствительность к антибиотикам и их комбинациям продуцирующих 

карбапенемазы клинических изолятов Klebsiella pneumoniae, выделенных от паци-
ентов с бактериальными осложнениями COVID-19.

	� МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследовано 70  штаммов K.  pneumoniae, которые были выделены из крови 

(18  штаммов) и мокроты (52  штамма) пациентов с инфекцией COVID-19. Пациен-
ты были госпитализированы в ГУ «Республиканский научно-практический центр  
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пульмонологии и фтизиатрии» и УЗ «Городская клиническая инфекционная больни-
ца» г. Минска в период 2021–2022 гг. В исследование включено не более 1 штамма 
от пациента. Первичная идентификация выполнялась с использованием микробио-
логического анализатора Vitek 2 Compact (bioMerieux, Франция). Далее штаммы по-
мещались в криоконсервант (бульон с сердечно-мозговой вытяжкой с добавлением 
30% глицерина) и до выполнения основной части исследования хранились в низко-
температурном морозильнике при –80 °С. 

Детекцию генов металло-β-лактамаз NDM, генов сериновых карбапенемаз  
OXA-48 и KPC выполняли методом изотермической амплификации с использовани-
ем тест-системы «АмплиТест CP NDM/ OXA-48/ KPC LAMP Bacto» («Амплисенс», РФ) в 
соответствии с инструкцией производителя.

Минимальные подавляющие концентрации (МПК) меропенема, амикацина, ти-
гециклина и колистина определяли с помощью метода микроразведений в бульо-
не согласно ISO 20776-1:2019 [6]. Использовали катион-сбалансированный бульон 
Мюллера  – Хинтон (Oxoid, United Kingdom), приготовленный в день проведения 
эксперимента, и чистые субстанции антибиотиков, полученные из коммерческих 
источников. Последовательные разведения антибиотиков вносили в 96-луночные 
круглодонные планшеты («Медполимер», РФ). Тестирование проводили в диапазо-
не концентраций 0,5–512  мг/л для меропенема и амикацина, 0,125–128  мг/л  – для 
колистина, 0,03–32 мг/л – для тигециклина. Результаты интерпретировали в соответ-
ствии с критериями международного Европейского комитета по определению чув-
ствительности к антимикробным лекарственным средствам (EUCAST) [7]. В качестве 
референс-штамма для контроля качества использовали Escherichia coli ATCC 25922 с 
известными значениями МПК.

Для определения чувствительности к 11 комбинациям из двух и трех антибиоти-
ков использовали модифицированный метод MCBT (Мultiple combination bactericidal 
testing, тестирование бактерицидности различных комбинаций). Исследование 
выполняли в 96-луночных круглодонных полистироловых планшетах. Использова-
ли бульон Мюллера – Хинтон в объеме 100 мкл на лунку, антибиотики вносились в 
бульон в их фармакокинетических/фармакодинамических (ФК/ФД) концентрациях 
(меропенем – 8 мг/л, дорипенем – 2 мг/л, эртапенем – 1 мг/л, амикацин – 1 мг/л, лево-
флоксацин – 1 мг/л, тигециклин – 0,5 мг/л, колистин – 2 мг/л, кларитромицин – 1 мг/л, 
азитромицин – 1 мг/л).

После инкубации планшетов (24 ч. при 35 °С) оценивали наличие видимого ро-
ста в лунках. Из каждой лунки делали высев 10 мкл на сектор плотной питательной 
среды (питательный агар, HiMedia, Индия) в чашках Петри. Инкубировали посевы 
24 ч. при 35 °С, оценивали наличие роста на секторах и делали заключение о нали-
чии активности комбинаций. В  случае отсутствия роста и в бульоне, и на плотной 
среде эффект комбинации считали бактерицидным. При отсутствии видимого роста 
в бульоне, но при наличии роста в высеве на плотной среде эффект комбинации учи-
тывали как бактериостатический. При наличии роста и в бульоне, и на плотной среде 
микроорганизм считали устойчивым к комбинации антибиотиков.

	� РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Продуцентами карбапенемазы NDM являлись 3  штамма (4,3%), OXA-48  – 37 

(52,5%), копродуцентами NDM + OXA-48  – 25 (35,7%), OXA-48  + KPC  – 2 (2,9%),  
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NDM + OXA-48  + KPC  – 3 (4,3%). Копродукция одновременно нескольких карбапе-
немаз становится все более распространенным явлением среди экстремально-ре-
зистентных K. pneumoniae, однако одновременное присутствие трех карбапенемаз 
различных групп у одного штамма отмечено нами впервые [8, 9].

Все три штамма K.  pneumoniae, копродуцирующих NDM + OXA-48  + KPC, были 
выделены в одном стационаре (Республиканский научно-практический центр пуль-
монологии и фтизиатрии) за ограниченный промежуток времени (май  – сентябрь 
2022  г.). Два из них имели совпадающие фенотипы антибиотикорезистентности 
(устойчивость высокого уровня к меропенему, амикацину, колистину, чувствитель-
ность к тигециклину), что свидетельствует о возможном клональном происхожде-
нии. Выявление экстремально-антибиотикорезистентных штаммов с такими необыч-
ными фенотипами и генотипами устойчивости требует проведения расширенного 
микробиологического исследования в референсных лабораториях с привлечением 
молекулярных методов эпидемиологического маркирования и отслеживания даль-
нейшей их циркуляции в стационаре в рамках программ инфекционного контроля.

Распределение МПК антибиотиков представлено на рис. 1. Устойчивость к амика-
цину выявлена у 75,7% штаммов K. pneumoniae (МПК50 и МПК90 ≥1024 мг/л), к меро-
пенему – у 91,4% (МПК50 – 64 мг/л, МПК90 – 256 мг/л), к колистину – у 90,0% (МПК50 – 
32 мг/л, МПК90 ≥256 мг/л), к тигециклину – у 40,0% (МПК50 – 0,5 мг/л, МПК90 – 1 мг/л).

Известно, что наличие генов карбапенемаз может не проявляться фенотипиче-
ски и несущие их штаммы могут сохранять чувствительность к карбапенемам. В на-
стоящем исследовании среди 5 формально чувствительных к меропенему штаммов 

Рис. 1. Распределение МПК антибиотиков для штаммов K. pneumoniae
Fig. 1. Distribution of MIC antibiotics against K. pneumoniae strains
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(МПК 0,5–2 мг/л) продуцентами карбапенемазы NDM являлись 2 штамма, OXA-48 – 
1 штамм, копродуцентами NDM + OXA-48 – 2 штамма.

Вынужденное широкое применение полимиксинов как антибиотиков «последне-
го резерва» на фоне широко распространившейся экстремальной антибиотикорези-
стентности привело к возникновению и распространению устойчивости к ним. Толь-
ко 7 из 70 включенных в исследование штаммов сохраняли чувствительность к коли-
стину (МПК ≤2 мг/л). Настораживает преобладание штаммов с высокими уровнями 
резистентности к колистину (МПК колистина ≥32 мг/л у 54,3% штаммов). Ранее нами 
было показано, что накапливающаяся в бактериальных популяциях K. pneumoniae 
устойчивость к полимиксинам является мутационной, связана с инсерционной инак-
тивацией и делециями гена mgrB, а также функционально значимыми заменами в 
гене сенсорной киназы pmrB [10]. Отсутствие значительных изменений кинетики ми-
кробного роста у резистентных штаммов позволило спрогнозировать дальнейшее 
распространение мутационной резистентности к колистину, а также ее сохранение 
в микробных популяциях K. pneumoniae даже в случае ограничения использования 
этого антибиотика [11].

В проведенном в Москве в 2020  г. исследовании у пациентов с бактериемией 
на фоне COVID-19 штаммы K. pneumoniae были выделены из крови в 41,1% случа-
ев. Устойчивость к меропенему выявлена у 85,6% штаммов, к амикацину – у 73,7%, 
к колистину – у 11,1% [12]. Меньшая распространенность устойчивости к колистину 
может быть связана с локальными особенностями использования этого антибиотика 
в различных стационарах.

Рис. 2. Чувствительность штаммов K. pneumoniae к комбинациям антибиотиков

Примечания: МЕР – меропенем; КОЛ – колистин; АМК – амикацин; ЛЕВ – левофлоксацин; ЭРТ – эртапенем; ДОР – дорипе-
нем; ТИГ – тигециклин; АЗИ – азитромицин; КЛР – кларитромицин. 

Fig. 2. Susceptibility of K. pneumoniae strains to antibiotic combinations
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Сформированная у K. pneumoniae устойчивость к карбапенемам и колистину ча-
сто не устранялась при сочетанном воздействии этих антибиотиков. Бактерицидный 
эффект комбинации меропенема и колистина отмечен только для 50,0% штаммов, 
бактерицидный эффект тройных комбинаций меропенем-амикацин-колистин и ме-
ропенем-левофлоксацин-колистин  – соответственно для 57,1% и 51,4% штаммов 
(рис. 2). Среди протестированных комбинаций антибиотиков наиболее эффективной 
была комбинация тигециклин-колистин (бактерицидный эффект в отношении 52,9% 
штаммов, бактериостатический  – 44,3% штаммов). Эффективность комбинаций из 
двух карбапенемов (меропенем-дорипенем, эртапенем-дорипенем) была низкой, 
бактерицидный эффект отмечался только для единичных штаммов.

Таким образом, комбинации полимиксинов с карбапенемами, в прошлом де-
монстрировавшие высокую микробиологическую эффективность в исследованиях 
in vitro в отношении экстремально-антибиотикорезистентных грамотрицательных 
бактерий и хорошую клиническую эффективность при лечении вызываемых ими 
инфекций [13–15], в ситуации распространяющейся устойчивости высокого уровня 
к полимиксинам уже не могут рекомендоваться для эмпирического использования 
для преодоления устойчивости к карбапенемам.

	� ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Штаммы K. pneumoniae, выделенные от госпитализированных пациентов с ин-

фекцией COVID-19, характеризовались присутствием генов карбапенемаз одного 
или нескольких типов (NDM + OXA-48, OXA-48 + KPC, NDM + OXA-48 + KPC), экстре-
мальной устойчивостью к антибиотикам, включая устойчивость высокого уровня к 
колистину, а также устойчивостью к эмпирически назначаемым комбинациям анти-
биотиков.

Дальнейшее распространение экстремальной резистентности среди 
K. pneumoniae может значительно затруднить проведение этиотропной терапии и 
требует более широкого внедрения методов определения значений минимальных 
подавляющих концентраций антибиотиков и выявления синергидной активности 
комбинаций антибиотиков в рутинную практику микробиологических лабораторий.

_________________________________________________________________________________________________
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