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РЕЗЮМЕ

Обоснование.  Klebsiella pneumoniae относится к группе бактерий-оппор-
тунистов, обладающих способностью формировать множественную анти-
биотикорезистентность и передавать её разным видам бактерий путём 
горизонтального переноса генов. Данные исследования посвящены изучению 
структурного и функционального разнообразия CRISPR/Cas-систем, защи-
щающих бактерии от инородной ДНК. Их анализ на примере антибио-
тикорезистентных штаммов Klebsiella pneumoniae продемонстрирует 
их устойчивость к определённым бактериофагам, что позволит разрабо-
тать подходы в лечении сложных инфекционных заболеваний, вызванных 
данными микроорганизмами, путём создания таргетной фаговой терапии.
Цель исследований.  Выполнить биоинформатический анализ выявлен-
ных структурных компонентов CRISPR/Cas-систем для скрининга отбора 
бактериофагов через спейсеры CRISPR-кассет на примере антибиотикоре-
зистентных штаммов Klebsiella pneumoniae.
Материалы и методы.  В статье проанализированы 29 полногеномных 
последовательностей Klebsiella pneumoniae, в геноме которых были опреде-
лены структуры CRISPR/Cas-систем и гены антибиотикорезистентности 
(по данным NCBI). Для решения поставленной цели с помощью программных 
методов моделирования произведён поиск Сas-генов и CRISPR-кассет, дана 
их структурная и функциональная характеристики.
Результаты.  При помощи биоинформационных алгоритмов поиска 
в геноме антибиотикорезистентных штаммов были определены функци-
онально активные CRISPR/Cas-системы с наличием одной или двух CRISPR-
кассет и относящиеся к Type I Subtype IЕ. Определены группы резистентных 
штаммов, обладающие идентичным спейсерным составом CRISPR-кассет. 
Проведён филогенетический анализ, подтверждающий их единое проис-
хождение. Путём анализа спейсерных последовательностей CRISPR-кассет 
определён спектр разнообразия фагов бактерий рода Klebsiella, Salmonella, 
относящихся к  одному семейству Enterobacteriaceae. Таким образом, 
была  получена информация о  бактериофагах, на которые нацелено дей-
ствие CRISPR-систем штаммов Klebsiella pneumoniae, обладающих анти-
биотикорезистентностью.
Заключение.  Анализ функциональных и структурных особенностей 
CRISPR/‌Cas-систем антибиотикорезистентных штаммов Klebsiella 
pneumoniae позволил получить информацию об их эволюционной истории 
и о бактериофагах, против которых направлено их действие, то  есть 
об их фагоустойчивости. Использованный в данный исследованиях подход 
в дальнейшем может послужить основой для создания персонифицирован-
ной фаготерапии.
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ABSTRACT

Background.  Klebsiella pneumoniae belongs to a group of opportunistic bacteria 
that can form multiple resistance to antibiotics and transmit it to various types of bac-
teria through horizontal gene transfer. These studies examine the structural and func-
tional diversity of CRISPR/Cas systems that protect bacteria from foreign DNA. Their 
analysis using the example of antibiotic-resistant strains of Klebsiella pneumoniae 
will demonstrate their resistance to certain bacteriophages, which will make it pos-
sible to develop approaches to the treatment of complex infectious diseases caused 
by these microorganisms by creating targeted phage therapy.
The aim.  To perform a bioinformatics analysis of the identified structural compo-
nents of CRISPR/Cas systems for screening bacteriophages through CRISPR cassette 
spacers using the example of antibiotic-resistant strains of Klebsiella pneumoniae.
Materials and methods.  The article analyzed 29 full-genome sequences of Kleb-
siella pneumoniae, in the genome of which the structures of CRISPR/Cas systems 
and  antibiotic resistance genes were determined (according to NCBI). To achieve 
this  goal, using software modeling methods, a search was made for Cas genes 
and CRISPR cassettes, and their structural and functional characteristics were given.
Results.  Using bioinformatic search algorithms in the genome of antibiotic-resistant 
strains, functionally active CRISPR/Cas systems with the presence of one or two CRISPR 
cassettes and belonging to Type  I Subtype  IE were identified. Groups of resistant 
strains with identical spacer composition of CRISPR cassettes have been identified. 
A phylogenetic analysis was carried out confirming their common origin. By analyzing 
the spacer sequences of CRISPR cassettes, the spectrum of diversity of phages of bac-
teria of the genus Klebsiella, Salmonella, belonging to the same family Enterobacte-
riaceae, was determined. Thus, information was obtained about the bacteriophages 
that are targeted by the action of CRISPR systems of Klebsiella pneumoniae strains 
that have antibiotic resistance.
Conclusions.  Analysis of the functional and structural features of the CRISPR/‌Cas 
systems of antibiotic resistant Klebsiella pneumoniae strains made it possible to ob-
tain information about their evolutionary history and about the bacteriophages 
against which their action is directed, that is, about their phage resistance. The ap-
proach used in this study may further serve as the basis for the creation of personal-
ized phage therapy.

Key words:  Klebsiella pneumoniae, spacer, antibiotic resistance, CRISPR/Cas-system, 
bacteriophage, protospacer, bioinformatics
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ВВЕДЕНИЕ

Антибиотики являются одним из величайших достиже-
ний человечества. С их появлением стали излечимы ранее 
фатальные заболевания. Однако формирование устойчи-
вости микроорганизмов к антибактериальным препара-
там на сегодняшний день является одной из серьёзнейших 
проблем системы здравоохранения [1]. Во всём мире ре-
гистрируется рост показателей распространённости анти-
биотикорезистентных штаммов [2–6]. Инфекционные за-
болевания, вызванные данными возбудителями, характе-
ризуются более длительным течением, присоединением 
многочисленных осложнений, увеличением уровня инва-
лидности и смертности [7–9]. В связи с этим значительно 
возрастают экономические затраты, связанные с увели-
чением продолжительности и стоимости лечения боль-
ных в стационаре [10, 11]. В феврале 2017 г. Всемирная 
организация здравоохранения (ВОЗ) опубликовала спи-
сок бактериальных патогенов, требующих новых подхо-
дов в лечении в связи с их высокой вирулентностью и ан-
тибиотикорезистентностью. К данной группе относится 
Klebsiella pneumoniae. Она является грамотрицательным 
оппортунистическим патогеном, вызывающим различ-
ные инфекционные заболевания, включая инфекции мо-
чевыводящих путей, бактериемию, пневмонию и абсцессы 
[12, 13]. Распространение по всему миру клонов Klebsiella 
pneumoniae, продуцирующих бета-лактамазы расширен-
ного спектра (ESBL, extended-spectrum beta-lactamases) 
и карбапенемазы (КРС), стало серьёзной угрозой для ме-
дицинских учреждений, так как они являются основной 
причиной развития опасных для жизни нозокомиальных 
инфекций [14]. Широкое распространение штаммов, об-
ладающих множественной антибиотикорезистентностью, 
диктует необходимость поиска альтернативных методов 
борьбы с ними. ВОЗ в целях борьбы с антибиотикорези-
стентностью инициировала многочисленные кампании. 
Запущен в работу эпидемиологический надзор за устойчи-
востью микроорганизмов к антимикробным препаратам 
[1]. Создаются новые подходы в лечении инфекционных 
заболеваний, которые снижают или полностью заменяют 
применение антибиотиков [15]. На этом фоне в лечебной 
практике вновь появляется интерес к применению бакте-
риофагов для лечения заболеваний бактериального про-
исхождения. Одним из реальных инструментов эффектив-
ной борьбы становится недавно открытая у бактерий си-
стема CRISPR/Сas, защищающая бактерии от чужеродных 
мобильных генетических элементов. Бактерии способны 
приобретать и интегрировать генетические элементы 
в собственный геном [16]. Таким образом, они сохраняют 
генетическую запись предыдущих атак чужеродных нукле-
иновых кислот в массивах CRISPR. Эти массивы состоят из 
коротких и консервативных повторяющихся последова-
тельностей, называемых повторами, которые стратегиче-
ски расположены между уникальными последовательно-
стями, называемыми спейсерами. Они встраиваются спе-
циализированными белками Cas в массив CRISPR во время 
инфекций путём вторжения нуклеиновых кислот [17–20]. 
Адаптивный иммунитет прокариотов против чужеродных 
генетических элементов достигается за счёт образования 

эффекторных комплексов из РНК-ориентированных эн-
донуклеаз, которые способны обнаруживать и разрезать 
чужеродную ДНК, предварительно включённую в массив 
CRISPR, при вторичном заражении [17, 21]. Таким образом, 
изучение особенностей строения и работы CRISPR/‌Cas си-
стем штаммов Klebsiella pneumoniae, обладающих анти-
биотикорезистентностью, позволит разработать подходы 
создания таргетной фаговой терапии при лечении слож-
ных инфекционных заболеваний.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ

Выполнить биоинформатический анализ выяв-
ленных структурных компонентов CRISPR/Cas-систем 
для скрининга бактериофагов через спейсеры CRISPR-
кассет на примере антибиотикорезистентных штаммов 
Klebsiella pneumoniae.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работа проводилась на базе лаборатории молеку-
лярной вирусологии и биотехнологии Научно-иссле-
довательского института биомедицинских технологий 
ФГБОУ  ВО «Иркутский государственный медицинский 
университет» Минздрава России. Системный дизайн 
проведённых исследований представлен на рисунке 1.

При проведении данных исследований рандомно 
были определены 50 полногеномных последовательно-
стей Klebsiella pneumoniae, в геноме которых биоинформа-
тическим методом были выявлены CRISPR/‌Cas-системы. 
Объектом исследования послужили 29 из 50 полногеном-
ных последовательностей Klebsiella pneumoniae, загружен-
ные из базы данных GenBank, в геноме которых определя-
лись гены антибиотикорезистентности (по данным NCBI 
(National Center for Biotechnology Information)). Для ре-
шения поставленной цели с помощью разработанного 
биоинформационного программного алгоритма произ-
ведён поиск Сas генов и CRISPR-кассет, даны их структур-
ная и функциональная характеристики.

Для поиска CRISPR/Cas-систем и генов Сas использова-
лись программные методы моделирования: Macromolecular 
System Finder (MacSyF, ver. 1.0.2) с вспомогательными па-
кетами makeblastDB (ver. 3.0) и HMMER (ver. 2.2.28). Детек-
ция и анализ CRISPR-кассет в геномах проводились с ис-
пользованием онлайн-сервисов доступных программ: 
CRISPRCasFinder [22] и CRISPROne [23]. Для поиска фа-
гов расшифрованные спейсерные последовательности 
в формате FASTA были загружены в онлайн-приложение 
CRISPRTarget. В работе были использованы только те штам-
мы, в геноме которых определялись CRISPR/Cas-системы по 
результатам всех используемых программ ряде программ.

Построение филогенетических деревьев и их вы-
равнивание проводились с помощью программы 
MEGA  X по  методу ближайших соседей (NJ, neighbor 
joining) с анализом статистической значимости тополо-
гии бутстрэп-методом (число реплик – 500) и с исполь-
зованием модели генетических дистанций Maximum 
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Composite Likelihood. Для  «укоренения» дерева к вы-
борке исследуемых организмов добавлен штамм дру-

гого вида Escherichia coli (NC 000913.3), который соста-
вил аутгруппу.

NCBI
Геномы бактерий

Детекция и анализ
CRISPR-кассет

и -геновCas

Определение консенсусных
повторов CRISPR-кассет

Определение
разнообразия

спейсерных структур

Поиск и анализ
протоспейсеров фагов

Скрининг бактериофагов, к которым исследуемый
штамм обладает устойчивостью

РИС. 1.  
Схема системного дизайна исследований

FIG. 1.
Systematic research design flowchart

РИС. 2.  
Схема расположения CRISPR-кассет и Cas-генов системы Type 
I Subtype IE в геноме штаммов Klebsiella pneumoniae(данные 
из GenBank: NZ_CP011624.1, NZ_CP006798.1)

FIG. 2.  
Scheme of the location of CRISPR cassettes and Cas genes 
of the Type I Subtype IE system in the genome of Klebsiella pneumo-
niaestrains (data from GenBank: NZ_CP011624.1, NZ_CP006798.1)
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Объектом исследования послужили 29 из 50 штам-
мов с наличием CRISPR/Cas-системы в геноме и облада-
ющие генами устойчивости к антибактериальным пре-
паратам (по данным NCBI). Из 29 исследуемых штаммов 
55,2 % (n = 16) обладали карбапенемазной активностью, 
по 3,4 % (n = 1) были устойчивы к рифампицину и три-
метоприм-сульфаметоксазолу и 11 (37,9 %) штаммов об-
ладали множественной антибиотикорезистентностью.

При помощи нескольких биоинформационных 
программ поиска в CRISPR/Cas-системах исследуемых 
штаммов идентифицировано наличие одной или двух 
CRISPR-кассет. Во всех случаях рядом с кассетами опре-
делён полный набор Cas-генов, характерный для систем 
Type I Subtype IЕ (cas2, cas1, cas5, cas7, cas6, cse2gr11, cas8, 
cas3), что свидетельствует о функциональной активно-
сти CRISPR/Cas-систем исследуемых бактерий (рис. 2).

Во всех исследуемых CRISPR-кассетах количество вы-
явленных спейсеров составило 1629. Из них 498 спей-
серов не повторялись, 276  спейсеров имели повторы 
в двух и более CRISPR-локусах. Внутри кассет спейсер-
ных повторов не регистрировалось. Количество спейсе-
ров в кассетах составляло от 4 до 64. При этом в штам-
мах, содержащих одну кассету, суммарное количество 
спейсеров было больше по сравнению со штаммами, со-
держащих две кассеты.

Проведённый анализ позволил определить два 
вида консенсусных последовательностей повторов 
CRISPR-кассет. Это может свидетельствовать о наличии 
определённого типа CRISPR-системы (в нашем случае 
это Type I Subtype IЕ) и о достаточно стабильной её ра-
боте, так как именно данные повторы распознаются бел-
ками эндонуклеазы Cas, действие которых направлено 
на разрезание и разрушение мишени (рис. 3).

РИС. 3.  
Нуклеотидная последовательность консенсусных повто-
ров CRISPR-кассет антибиотикорезистентных штаммов 
Klebsiella pneumoniae
FIG. 3.  
Nucleotide sequence of consensus repeats of CRISPR cassettes 
of antibiotic-resistant Klebsiella pneumoniae strains

Скрининг спейсерных последовательностей CRISPR-
кассет исследуемых штаммов показал их полное соот-
ветствие протоспейсерам фагов бактерий семейства 
Enterobacteriaceae рода Klebsiella (табл. 1). Необходимо 
отметить, что к большинству спейсеров не было выяв-

лено полного соответствия протоспейсеров фагов из из-
вестных баз данных.

При анализе установлено, что в CRISPR-кассетах ис-
следуемых штаммов (NZ_CP013322.1) отмечалось соот-
ветствие участка одного спейсера (6) протоспейсерам 
нескольких фагов бактерий одного семейства, а так-
же соответствие нескольких спейсеров (52, 55) одного 
штамма (NZ_CP017934.1) протоспейсерам одного и того 
же фага. Это может свидетельствовать о том, что в про-
цессе эволюции бактерии приспособились приобретать 
только те спейсеры из ДНК фага, которые эффективно 
распознаются их эффекторным комплексом, что повы-
шает защитное действие систем CRISPR/Cas.

Таким образом, был определён полный спектр бак-
териофагов, детектируемых через спейсерные после-
довательности CRISPR-кассет антибиотикорезистентных 
штаммов Klebsiella pneumoniae с доступом к их полному 
геному в GenBank. Учитывая принцип работы CRISPR/Cas-
систем бактерий, можно предполагать, что при встрече 
с данными фагами они будут уничтожены Cas-нуклеазами 
при условии соответствия участка его генома последова-
тельности спейсера в CRISPR-кассете бактерий. Данный 
подход в дальнейшем может быть использован как осно-
ва создания персонифицированной фаготерапии.

Далее при анализе антибиотикорезистентных штам-
мов были определены группы бактерий, обладающие 
идентичным спейсерным составом CRISPR-кассет. Первую 
группу составили два штамма, обладающие различным 
сочетанием генов карбапенемаз (NDM-1, OXA-48, OXA-
181), которые были связаны с другими детерминантами 
устойчивости, включая β-лактамазы расширенного спек-
тра и метилазу ArmA, кодирующую устойчивость к ами-
ногликозидам. Поэтому они были определены как пан-
резистентные, так как обладали множественной анти-
биотикоустойчивостью. Среди антибиотикорезистентных 
бактерий выявлены пять штаммов. Необходимо отметить, 
что данные штаммы, имея сходный спейсерный состав, 
были выделены в разных регионах мира (Южная Корея, 
Китай (Шанхай)) и в разное время (2013, 2014 гг.) (табл. 2).

Вторую группу составили три штамма, обладающие 
множественной антибиотикоустойчивостью, выделен-
ные в одном стационаре (Греция), но в разное время (2011, 
2013 гг.). Они были определены как внутригоспиталь-
ные штаммы. В их геноме определялось по одной CRISPR-
кассете. Причем два штамма имели одинаковый спейсер-
ный состав кассет, представленный 24 спейсерами (табл.3).

Третью группу составили восемь штаммов, проду-
цирующих карбапенемазу и выделенных от больных, на-
ходившихся на лечении в стационаре Нижней Саксонии 
(Германия), где была зарегистрирована нозокомиальная 
вспышка, вызванная Klebsialla pneumoniae. Установлено, 
что данные штаммы имели в геноме по одной CRISPR-
кассете, состоящие из 35 спейсеров, полностью идентич-
ных друг другу. Также в данную группу вошли еще три 
штамма, имеющие аналогичный спейсерный состав кассет, 
но выделенные в разных регионах мира (Арабские Эмира-
ты, США, Сингапур) и в разное время (2015, 2016, 2014 гг.).

Сходство спейсерного состава кассет в геномах 
штаммов представленных групп может свидетельство-
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Т А Б Л И Ц А   1
РАЗНООБРАЗИЕ СПЕЙСЕРОВ И СООТВЕТСТВУЮЩИХ 
ИМ ПРОТОСПЕЙСЕРОВ ФАГОВ В ГЕНОМАХ 
АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНЫХ ШТАММОВ KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE

T A B L E   1
DIVERSITY OF SPACERS AND CORRESPONDING PHAGE 
PROTOSPACERS IN THE GENOMES OF ANTIBIOTIC-
RESISTANT KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS

Штамм Кассета/спейсер Бактекриофаг Номер доступа в GenBank

NZ_CP008929.1 1/6 Klebsiella phage ST13-OXA48phi12.4 MK422450

NZ_CP009208.1 1/2 Klebsiella phage ST512-KPC3phi13.1 MK448235

NZ_CP009208.1 1/2 Klebsiella phage ST11-VIM1phi8.1 MK448233

NZ_CP009208.1 2/4 Klebsiella phage ST147-VIM1phi7.2 MK448232

NZ_CP009208.1 2/4 Klebsiella phage 1 LV-2017 KY271401

NZ_CP012426.1 1/3 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP012743.1
NZ_CP012744.1

1/12 Klebsiella phage ST11-OXA245phi3.2 MK416010

1/12 Klebsiella phage ST11-OXA245phi3.2 MK416010

NZ_CP012745.1 1/3 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP012745.1 1/22 Klebsiella phage YMC1601N133_KPN_BP MF476925

NZ_CP012745.1 1/25 Klebsiella phage 2b LV-2017 KY271395

NZ_CP013322.1 1/6 Klebsiella phage ST512-KPC3phi13.1 MK448235

NZ_CP013322.1 1/6 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP013322.1 1/6 Klebsiella phage ST11-VIM1phi8.1 MK448233

NZ_CP013322.1 1/6 Klebsiella phage 2 LV-2017 KY271396

NZ_CP013322.1 1/6 Klebsiella phage 2b LV-2017 KY271395

NZ_CP015382.1 1/3 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP015500.1 1/3 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP015500.1 1/22 Klebsiella phage YMC1601N133_KPN_BP MF476925

NZ_CP015500.1 1/25 Klebsiella phage 2b LV-2017 KY271395

NZ_FO834906.1 1/10 Klebsiella phage ST11-VIM1phi8.2 MK448234

NZ_CP022127.1 2/6 Klebsiella phage ST13-OXA48phi12.4 MK422450

NZ_CP017934.1

1/53 Klebsiella phage ST405-OXA48phi1.2 MK416007

1/55 Klebsiella phage 1 LV-2017 KY271401

1/22 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.3 MK416017

1/36 Klebsiella phage 2b LV-2017 KY271395

1/52 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.3 MK416017

1/52 Klebsiella phage ST147-VIM1phi7.2 MK448232

1/52 Klebsiella phage 1 LV-2017 KY271401

1/18 Klebsiella phage ST16-OXA48phi5.1 MK416013

1/18 Klebsiella phage 5 LV-2017 KY271399

NZ_CP018140.1
NZ_CP018686.1
NZ_CP018695.1
NZ_CP018701.1
NZ_CP018707.1
NZ_CP018713.1
NZ_CP018719

NZ_CP017985.1

1/3 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP018140.1
NZ_CP018686.1
NZ_CP018695.1
NZ_CP018701.1
NZ_CP018707.1
NZ_CP018713.1
NZ_CP018719

NZ_CP017985.1

1/14 Klebsiella phage YMC1601N133_KPN_BP MF476925
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Т А Б Л И Ц А   1  ( п р о д о л ж е н и е ) T A B L E   1  ( c o n t i n u e d )

NZ_CP018140.1
NZ_CP018686.1
NZ_CP018695.1
NZ_CP018701.1
NZ_CP018707.1
NZ_CP018713.1
NZ_CP018719

NZ_CP017985.1

1/17 Klebsiella phage 2b LV-2017 KY271395

NZ_CP018458.1 2/6 Klebsiella phage ST13-OXA48phi12.4 MK422450

NZ_CP019047.1 2/11 Klebsiella phage 2 LV-2017 KY271396

NZ_CP019047.1 2/5 Klebsiella phage ST11-OXA245phi3.2 MK416010

NZ_CP019047.1 2/13 Klebsiella phage ST101-KPC2phi6.1 MK448231

NZ_CP019047.1 2/12 Klebsiella phage ST16-OXA48phi5.2 MK448230

Т А Б Л И Ц А   2
СПЕЙСЕРНЫЙ СОСТАВ CRISPR-КАССЕТ  
ПЕРВОЙ ГРУППЫ ПАН-РЕЗИСТЕНТНЫХ ШТАММОВ  
KLEBSIELLA PNEUMONIAE

T A B L E   2
SPACER COMPOSITION OF CRISPR CASSETTES 
OF THE FIRST GROUP OF PAN-RESISTANT  
KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS

№ штамма  
в GenBank NZ_CP014004.1 NZ_CP012753.1

Место и год 
выделения 

штамма

Китай, Цзянси 
2014

Южная Корея 
2013

Ка
сс

ет
а 

1

TGCCTCCAATGCAATCACCGGCCTGCTAACCGG TGCCTCCAATGCAATCACCGGCCTGCTAACCGG

CGTGTCGAAGCGCACCTCGTAGCCGAGCCAGTC CGTGTCGAAGCGCACCTCGTAGCCGAGCCAGTC

CGTCATCAGCGCCTTGTTCCAGCGGCGACCACC CGTCATCAGCGCCTTGTTCCAGCGGCGACCACC

TCCAGTCGTCGTAGTCCTCGGTAATGTCCTCGA TCCAGTCGTCGTAGTCCTCGGTAATGTCCTCGA

TATCGTGCAGAGTCACAACCTGACGGGATTATC TATCGTGCAGAGTCACAACCTGACGGGATTATC

TCGTGCATGGTGAGGATTCTACAGTCGCACCAT TCGTGCATGGTGAGGATTCTACAGTCGCACCAT

TACCTCCCGGCGTCCGCGCCAGGGCGATCACGTG TACCTCCCGGCGTCCGCGCCAGGGCGATCACGTG

CCTGCAGCTGGCCGTCGAGCTGACGGATGCCGG CCTGCAGCTGGCCGTCGAGCTGACGGATGCCGG

TTCATCACGTGTGAGCGGATTTGGCTCTATCCT TTCATCACGTGTGAGCGGATTTGGCTCTATCCT

TATCATCCCTATCGCGCAGCACTTCGACGGCGA TATCATCCCTATCGCGCAGCACTTCGACGGCGA

TACCGCCGCGATACTGGCAGTTTTCAGCTGAAT TACCGCCGCGATACTGGCAGTTTTCAGCTGAAT

TCCCGCTGGGTAAGCAATATATAACATTTGCAG

TTTAACATTCTGAAAGTGCAATTTTTGAGGCTC

TTAAGGAGGGGCGCCATGGAGCCCGTATTGATT

Ка
сс

ет
а 

2

CAGCGGCGGCGGTAACGCCGCCAGGAGCAACCT CAGCGGCGGCGGTAACGCCGCCAGGAGCAACCT

CACCGATCTGCGCCAGCTGGGTGAGACGATGAC CACCGATCTGCGCCAGCTGGGTGAGACGATGAC

TACACTCAAGAAAACAAAATCTCAGGTTGATAC TACACTCAAGAAAACAAAATCTCAGGTTGATAC

TGGAAGGCGCGATTTGGAGATAGAGCAGCATGA TGGAAGGCGCGATTTGGAGATAGAGCAGCATGA

CTCGCACAGCATCGCCCGGATCCGCTTCCACGC CTCGCACAGCATCGCCCGGATCCGCTTCCACGC

CACCCGCGTTTTCGAAAGGGATGGCGGCTATGT CACCCGCGTTTTCGAAAGGGATGGCGGCTATGT

CGACGGGGCAGGTTTACGTCTACCCGGGCAGGG CGACGGGGCAGGTTTACGTCTACCCGGGCAGGG

CATACCAGTCTCCGCCGCGGTCGTACTCAATAT CATACCAGTCTCCGCCGCGGTCGTACTCAATAT

TCCGCCGTTTAATCGCGGTGATGATATCCGGCA TCCGCCGTTTAATCGCGGTGATGATATCCGGCA

GGAATCCACGACGCGCCGTACCAGCGCGGGCATTCGTTCT TGGAATCCACGACGCGCCGTACCAGCGCGGGCATTCGTTCT
Примечание.  Цветом выделены идентичные спейсеры/
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S

№
 ш

та
м

м
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в 
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N

Z_
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01
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43
.1

N
Z_

CP
01
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44

.1
N

Z_
CP

01
27

45
.1

М
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то
 и

 го
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вы
де

ле
ни

я 
ш
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м

м
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ия
20

11
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20
13
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ия
20

13
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вать об их едином происхождении. Можно предполо-
жить, что в результате широкой циркуляции штаммы ге-
нетически изменялись, но при этом сохраняли структу-
ру CRISPR-кассет, а в условиях стационара (внутригоспи-
тальные вспышки) обменивались генетической инфор-
мацией, приобретая новые свойства, но при этом также 
сохраняли структуру CRISPR-кассеты. Для подтвержде-
ния данного момента был проведён филогенетический 
анализ исследуемых штаммов на основе нуклеотидной 
последовательности 16S rRNA (рис. 4).

Филогенетический анализ показал, что в иссле-
дуемых группах штаммы со сходным спейсерным со-

ставом CRISPR-кассет являются близкородственными, 
так как располагаются на ветках, имеющих одного пред-
ка (один узел). При этом штамм (NZ_CP012745.1), входя-
щий в группу 2 и обладающий индивидуальным спейсер-
ным составом CRISPR-кассет, не имеет единого предка 
с остальными представителями данной группы.

Таким образом, обнаружение схожих спейсеров 
в CRISPR-кассетах различных штаммов может указывать на 
филогенетические связи между штаммами. Данный приём 
может быть использован при проведении эпидемиологи-
ческого анализа вспышек заболеваний, вызванных анти-
биотикорезистентными штаммами Klebsiella pneumoniae.

РИС. 4.  
Филогенетическое дерево на основе маркера 16S rRNA ан-
тибиотикорезистентных штаммов Klebsiella pneumoniae 
(использована модель генетических дистанций Maximum 
Composite Likelihood)

FIG. 4.  
Phylogenetic tree based on the 16S rRNA marker of antibiotic-re-
sistant Klebsiella pneumoniae strains (Maximum Composite Likeli-
hood model of genetic distances was used)
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Скрининг бактериофагов по спейсерным последо-
вательностям CRISPR-кассет штаммов из вышеперечис-
ленных групп представлен в таблице 1, за исключени-
ем двух пан-резистентных штаммов из первой группы  
(NZ_CP014004.1 и NZ_CP012753.1), так как не было выяв-
лено полного соответствия спейсеров в составе их кассет 
протоспейсерам из известных баз данных. Однако прове-
дённый анализ спейсерных последовательностей позво-
лил установить наибольшее их соответствие протоспей-
серам фагов бактерий рода Klebsiella, Salmonella, относя-
щихся к одному семейству Enterobacteriaceae (табл. 4).

Важно отметить, что в CRISPR-кассетах исследуе-
мых штаммов отмечалось соответствие одного из спей-
серов протоспейсерам нескольких фагов бактерий, от-
носящихся к одному семейству. Это может указывать 
на консервативность приобретаемых новых спейсеров 
из участков ДНК фагов. Таким образом, бактерия «одним 
спейсером» защищается от нескольких фагов. Наличие 
данного механизма повышает эффективность защитно-
го действия систем CRISPR/Cas.

Изучение выявленных бактериофагов показало, 
что все Klebsiella phage являются профагами бактерий 
Klebsiella pneumoniae, относящихся к изолятам, принадле-
жащим к клональной группе ST 307 (по данным NCBI), про-
дуцирующих карбапенемазу (табл. 5). Показано, что геном 
ST 307 кодирует генетические особенности, которые могут 
обеспечить преимущество в адаптации к больничной сре-
де и человеку-хозяину. Все изоляты ST 307 являются капсу-

лированными и, следовательно, обладают более высокой 
устойчивостью к уничтожению, опосредованному компле-
ментом. Всё это обеспечивает распространение и преоб-
ладание штаммов с данной генетической последователь-
ностью по всему миру [24]. Как известно, профаги остают-
ся латентными в геноме в течение нескольких клеточных 
делений, но под воздействием внешних факторов пере-
ходят в вирулентные формы и лизируют бактериальную 
клетку. Таким образом, исследуемые нами антибиотико-
резистентные штаммы имеют генетическую память о дан-
ных бактериофагах в виде спейсеров их CRISPR-кассет.

Данный анализ исследуемых штаммов показал доста-
точно широкий спейсерный состав их CRISPR-кассет, раз-
нообразие бактериофагов, выявленных через спейсер-
ные последовательности, что позволяет предположить, 
что они обладают не только антибиотикорезистентно-
стью, но и устойчивостью ко многим бактериофагам. Сле-
довательно, персонифицированный подход к комплекс-
ному подбору антибиотиков и бактериофагов в перспек-
тиве поможет решить вопрос о лечении заболеваний, вы-
званных данными штаммами.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты проведённых исследований позволили 
получить информацию о строении CRISPR/Cas-систем 
в геномах антибиотикорезистентных штаммов Klebsiella 

Т А Б Л И Ц А   4
РАЗНООБРАЗИЕ БАКТЕРИОФАГОВ, 
СООТВЕТСТВУЮЩИХ ИДЕНТИЧНЫМ 
СПЕЙСЕРАМ В ПЕРВОЙ ГРУППЕ ШТАММОВ 
KLEBSIELLA PNEUMONIAE С МНОЖЕСТВЕННОЙ 
АНТИБИОТИКОРЕЗИСТЕНТНОСТЬЮ

T A B L E   4
DIVERSITY OF BACTERIOPHAGES CORRESPONDING 
TO IDENTICAL SPACERS IN THE FIRST GROUP 
OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS WITH MULTIPLE 
ANTIBIOTIC RESISTANCE

Номер  
доступа штамма 

GenBank

Нуклеотидная последовательность 
спейсера Бактериофаг

Номер доступа 
бактериофага 

GenBank

Количество 
нуклеотидных 

замен

NZ_CP014004.1
TTCATCACGTGTGAGCGGATTTGGCTCTATCCT Klebsiella phage  

6 LV-2017 KY271400 2
NZ_CP012753.1

NZ_CP014004.1
TGCCTCCAATGCAATCACCGGCCTGCTAACCGG Klebsiella phage  

ST101-KPC2phi6.1 MK448231 1
NZ_CP012753.1

NZ_CP014004.1
CGTCATCAGCGCCTTGTTCCAGCGGCGACCACC Salmonella phage  

FSL SP-062 KC139634 2
NZ_CP012753.1

NZ_CP014004.1
NZ_CP012753.1 TCCAGTCGTCGTAGTCCTCGGTAATGTCCTCGA

Klebsiella phage  
ST512-KPC3phi13.1 MK448235 1

Klebsiella phage  
ST11-VIM1phi8.1 MK448233 1

Klebsiella phage  
ST101-KPC2phi6.1 MK448231 1

Klebsiella phage  
2b LV-2017 KY271395 1

Klebsiella phage  
2 LV-2017 KY271396 2
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pneumoniae и об их функциональных особенностях. Вы-
явленное разнообразие спейсерных последовательно-
стей свидетельствует об эволюционной истории и адап-
тационных возможностях данных штаммов. При этом 
обнаружение схожих спейсеров в CRISPR-кассетах раз-
личных штаммов может указывать на филогенетиче-
ские связи между штаммами. Изучение структуры взаи-
модействия фагов и бактерий, основанное на спейсер-
ных и  протоспейсерных последовательностях, позво-
ляет определить резистентность и  чувствительность 
штаммов к специфицированным бактериофагам. Та-
ким образом, была определена предполагаемая устой-
чивость антибиотикорезистентных штаммов к конкрет-
ным фагам. Применение механизмов изучения CRISPR/
Cas-систем в геномах бактерий с помощью биоинформа-
ционного анализа в перспективе даст возможность по-
лучать более полные сведения о свойствах возбудите-
ля, об их эволюции и выполнять подбор высокоспеци-
фичных бактериофагов.
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