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РЕЗЮМЕ

Комплекс видов Klebsiella pneumoniae (Kp) представляет собой генетически 
и  экологически разнообразную группу бактерий, вызывающую широкий 
спектр инфекций у людей и животных.
Цель исследования. Биологическая характеристика и  генотипирова-
ние на  основе изучения разных локусов клинических изолятов Klebsiella 
pneumoniae.
Материалы и методы. Объектом исследования стали три клинических 
изолята Kp, выделенные из разных биотопов пациентов детского многопро-
фильного стационара регионального уровня. В работе использован комплекс 
бактериологических, молекулярно-генетических и  биоинформационных 
методов. Генотипирование изолятов проводили с использованием сервиса 
Института Пастера для штаммов видового комплекса K. pneumoniae.
Результаты. Все штаммы были чувствительны к антимикробным пре-
паратам групп карбапенемы (имипенем, меропенем) и тетрациклины (тиге-
циклин) и демонстрировали высокую чувствительность к бактериофагу 
клебсиелл поливалентный. У  изолятов Kp ODKB-16 и  ODKB-81 отмечена 
антибиотикорезистентность к семи и восьми антимикробным препара-
там соответственно. 
Согласно результатам мультилокусного типирования, все штаммы 
отнесены к филогруппе Kp1, имели K2-тип и различались по сиквенс-типам, 
профилю scgMLST629 и KL-типу. Штамм Kp ODKB-16 был определён как ST-65, 
scgST-11107, KL2; ODKB-07 – как  ST-219, scgST-6401, KL125KL114; ODKB-81 – 
как  ST-86, scgST-2800, KL2KL30. Кластеры генов вирулентности AbST, CbST, 
YbST, SmST и  RmST были охарактеризованы только в  геноме изолята Kp 
ODKB-16, что  позволяет охарактеризовать его как  высоковирулентный 
с  множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ). Дополнительно 
у всех штаммов выявлены гены, ответственные за синтез фимбриальных 
адгезинов 1-го и 3-го типов, а локусы ter-оперона – только у Kp ODKB-16. Ана-
лиз резистома показал, что все штаммы имели генотип 2b. Плазмиды были 
определены в геномах Kp ODKB-81 (IncI2) и ODKB-16 (IncFIA + IncFIB + IncHI1B).
Заключение. Использована комплексная схема для геномной таксономии 
клинических изолятов, которая может способствовать унификации гло-
бальных и  региональных особенностей возникновения и  микроэволюции 
бактериальных патогенов.

Ключевые слова: комплекс видов Klebsiella pneumoniae, генотипирование, 
мультилокусный анализ, множественная антибиотикорезистентность, 
антимикробные препараты, вирулентность
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ABSTRACT

Klebsiella pneumoniae (Kp) species complex is a genetically and ecologically diverse 
group of bacteria that causes a wide range of infections in humans and animals.
The aim. To carry out biological characterization and genotyping based on the study 
of different loci of Klebsiella pneumoniae clinical isolates.
Materials and  methods. The  object of  the study was  three Klebsiella pneumo-
niae clinical isolates from different biotopes of patients from a regional children’s 
multidisciplinary hospital. We used a complex of bacteriological, molecular genetic 
and bioinformatic methods. Genotyping of the isolates was carried out using the Pas-
teur Institute service for strains of the K. pneumoniae species complex.
Results. All strains were sensitive to antimicrobial drugs from carbapenem (imi-
penem, meropenem) and  tetracycline groups (tigecycline), and  demonstrated 
high sensitivity to the Klebsiella polyvalent bacteriophage. The antibiotic resistance 
of the Kp ODKB-16 and ODKB-81 isolates to seven and eight antimicrobial drugs, 
respectively, was registered. 
Based on  the results of  multi-locus sequence typing, all  strains were assigned 
to  Kp1  phylogroup, K2  type and  differed in  sequence type, scgMLST629  profile 
and KL type. Kp ODKB-16 strain was identified as ST-65, scgST-11107, KL2; ODKB-07 
strain – as ST-219, scgST-6401, KL125KL114; ODKB-81 strain – as ST-86, scgST-2800, 
KL2KL30. The virulence gene clusters AbST, CbST, YbST, SmST, and RmST have been 
characterized only in the genome of the Kp ODKB-16 isolate, allowing it to be charac-
terized as highly virulent with multidrug resistance (MDR). Additionally, genes respon-
sible for the synthesis of types 1 and 3 fimbrial adhesins were registered in all strains, 
and ter operon loci were identified only in Kp ODKB-16. Resistome analysis showed 
that all strains had 2b genotype. Plasmids were found in the genomes of Kp ODKB-81 
(IncI2) and ODKB-16 (IncFIA + IncFIB + IncHI1B).
Conclusion. We used a comprehensive framework for genomic taxonomy of clinical 
isolates, which can contribute to the unification of global and regional peculiarities 
of the developing and microevolution of bacterial pathogens.
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ОБОСНОВАНИЕ

Комплекс видов Klebsiella pneumoniae представля-
ет собой генетически и  экологически разнообразную 
группу бактерий, вызывающую широкий спектр инфек-
ций у людей и животных [1]. Учитывая его разнообра-
зие, а также эволюционную динамику, множественную 
лекарственную устойчивость и вирулентность, разраба-
тываются схемы типирования штаммов K. pneumoniae [1–
3]. Нечёткое определение вида микроорганизмов и го-
ризонтальный перенос генов лежат в  основе обшир-
ной штаммовой гетерогенности их  фенотипов, имею-
щей экологическое, медицинское и/или промышленное 
значение [4]. Очевидно, что наиболее успешной таксо-
номической системой для генетического типирования 
микробных штаммов является подход мультилокусного 
секвенирования [5, 6]. Эта система используется для ис-
следований популяционной биологии и надзора за бак-
териальными патогенами в общественном здравоохра-
нении [7]. Для комплекса видов K. pneumoniae разрабо-
тано несколько схем генотипирования на основе раз-
ных локусов: собственно мультилокусное типирование 
(MLST, multi-locus sequence typing) [8], мультилокусное 
типирование по основному геному (cgMLST, core genome 
multi-locus sequence typing) [2, 3], типирование по генам 
wzc и wzi [9], а также мультилокусное типирование кла-
стеров генов вирулентности (AbST, CbST, YbST, SmST, 
RmST) и антибиотикорезистентности (аминогликозиды, 
бета-лактамазы, хинолоны) [2, 10, 11].

Ранее нами было показано, что  K.  pneumoniae 
в 23,1 % случаев выступает как этиологический фактор 
развития госпитальных гнойно-септических инфекций 
в детском многопрофильном стационаре регионального 
уровня [12]. При изучении микробиологических данных 
клинически значимых биотопов (кровь, мокрота, моча, 
раневое содержимое, жидкость брюшной полости, смы-
вы с трахеобронхиального дерева, ликвор) было опре-
делено, что наибольшая частота выделения микроорга-
низмов приходилась на кровь (32,3 %) и мокроту (27,1 %) 
[12]. Экспериментально было показано, что эти клини-
ческие изоляты K. pneumoniae с различной эффективно-
стью формируют биоплёнки, показывая разную устой-
чивость к дезинфицирующим средствам и антимикроб-
ным препаратам (АМП) [13–15]. Следует также отметить, 
что традиционные методы клинической бактериологии 
не позволяют различать штаммы внутри комплекса ви-
дов K. pneumoniae, что маскирует истинное клиническое 
значение каждого сиквенс-типа/филогруппы и их потен-
циальные эпидемиологические особенности [9]. Исходя 
из этого положения при выборе штаммов для проведе-
ния генетического типирования учитывали биотоп вы-
деления и множественную устойчивость к АМП.

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Биологическая характеристика и генотипирование 
на основе разных локусов трёх клинических изолятов 
K.  pneumoniae, выделенных из разных биотопов паци-

ентов детского многопрофильного стационара регио-
нального уровня.

МЕТОДЫ

Исследованы три изолята K. pneumoniaе, выделен-
ные из клинического материала пациентов, находивших-
ся на лечении в отделении реанимации и интенсивной 
терапии детского многопрофильного стационара реги-
онального уровня (г. Иркутск).

Идентификацию изолятов проводили в соответствии 
с морфологическими, тинкториальными, культуральны-
ми и  биохимическими свойствами с  использованием 
API-систем «bioMérieux» (Франция) и подтверждали с по-
мощью масс-спектрометрического анализа на приборе 
ultraflExtreme (Bruker Daltonics, Германия) [16].

Для оценки чувствительности к АМП бактериальную 
суспензию готовили по стандартной методике с опти-
ческой плотностью 0,5 по МакФарланду. Чувствитель-
ность к  АМП определяли диско-диффузионным мето-
дом на среде Мюллера – Хинтон (HiMedia, Индия); ре-
зультаты анализировали в соответствии с действующи-
ми нормативными документами и интерпретационны-
ми таблицами Европейского комитета по определению 
чувствительности к АМП (EUCAST, European Committee 
on Antimicrobial Susceptibility Testing; версия 11.0, дей-
ствуют с 01.01.2021) [17–19]. Штаммы, соответствующие 
критерию  Р, отнесены к  категории резистентные, У – 
чувствительные при увеличенной экспозиции, Ч – чув-
ствительные. В исследование были взяты диски с азтре-
онамом (ATM; 30 мкг), амикацином (AK; 30 мкг), амокси-
циллин-клавулановой кислотой (AMC; 20–10  мкг), ген-
тамицином (GN; 10 мкг), имипенемом (IPM; 10 мкг), ме-
ропенемом (MEM; 10 мкг), нетилмицином (NET; 10 мкг), 
пиперациллин-тазобактамом (PTZ; 30 мкг – 6 мкг), тиге-
циклином (TGC; 15 мкг), цефепимом (FEP; 30 мкг), цефта-
зидимом (CAZ; 10 и 30 мкг) (ООО «НИЦФ», Россия).

Для оценки чувствительности изолятов K. pneumoniaе 
к фагам был использован коммерческий препарат бак-
териофага производства НПО «Микроген» (Россия) с за-
явленной активностью против клебсиелл – бактерио-
фаг клебсиелл поливалентный (флаконы по 20 мл, серия 
У387 02.2020; г. Уфа). Определение уровня литической 
активности (УЛА) бактериофага к изолятам K. pneumoniaе 
проводили капельным методом (spot-test) [20, 21].

Полногеномное секвенирование проводили на обо-
рудовании NextSeq  550 (Illumina, США) с  использова-
нием наборов реагентов для  приготовления библио-
тек DNA  Prep Tagmentation, DNA/RNA  UD Indexes Set 
Tagmentation и  NextSeq  500/550 High Output Kit  v.  2.5 
(300  Cycles) (Illumina, США), согласно рекомендациям 
производителя. Сборку первичных данных до  конти-
гов проводили с помощью SPAdes v. 3.11.1 [22]. Контиги 
были упорядочены по референсному геному Klebsiella 
pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286 (GenBank 
CP003200) и откорректированы с помощью MAUVE 2.4.0 
(The Darling Lab, Австралия) [23]. Для функциональной 
аннотации использовали Prokka  1.14.6 (Oregon State 
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University, США) [24]. Для  описания плазмид применя-
ли MOB-Typer (National Microbiology Laboratory, Канада) 
[25]. Поиск мобильных генетических элементов (МГЭ) 
(IS-элементов и  транспозонов) проводили с  помощью 
IS-finder (Франция) [26].

Генотипы изолятов определяли с использованием 
базы данных Института Пастера для штаммов видового 
комплекса K. pneumoniae [27] на основе MLST [8], cgMLST 
[2, 3], типирования по генам wzc и wzi [9] и MLST класте-
ров генов вирулентности (AbST, CbST, YbST, SmST, RmST) 
и антибиотикорезистентности (аминогликозиды, бета-
лактамазы, хинолоны) [2, 10, 11].

Данная работа выполнена в рамках темы государ-
ственного задания № 121022500179-0 с использовани-
ем оборудования ЦКП «Центр разработки прогрессив-
ных персонализированных технологий здоровья» и УНУ 
«Коллекция микробиоты человека Иркутской области» 
ФГБНУ «Научный центр проблем здоровья семьи и ре-
продукции человека» (г. Иркутск).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Краткая характеристика проанализированных изо-
лятов K. pneumoniae представлена в таблице 1. Исходя 
из результатов определения чувствительности к АМП, 
все штаммы показали устойчивость более чем к  двум 
АМП разных групп, но были чувствительны к имипене-
му, меропенему (группа карбапенемы) и  тигециклину 
(тетрациклины). Кроме того, все изоляты проявили вы-
сокую чувствительность к бактериофагу клебсиелл по-
ливалентный (табл. 1). Следует также отметить, что изо-
ляты K. pneumoniae ODKB-16 и ODKB-81 показали рези-
стентность к семи и восьми препаратам соответствен-
но и могут быть определены как штаммы с множествен-
ной лекарственной устойчивостью (МЛУ).

Краткие результаты сборки и  аннотации геномов 
приведены в таблице 2. Геномы штаммов были карти-
рованы на  референсный геном Klebsiella pneumoniae 
subsp. pneumoniae HS11286 и представлены на рисунке 1. 
Размеры геномов проанализированных изолятов варьи-
ровали незначительно и составили 5,7 × 106, 5,3 × 106 
и  5,4  ×  106  пар нуклеотидов (п.  н.) для  K.  pneumoniae 
ODKB-16, K. pneumoniae ODKB-07 и K. pneumoniae ODKB-
81 соответственно. Гуанин-цитозиновый (ГЦ) состав 
соответствовал характеристике вида K.  pneumoniae. 
У  штаммов K.  pneumoniae ODKB-16 и  K.  pneumoniae 
ODKB-81 обнаружены плазмиды, относящиеся к разным 
группам несовместимости (табл.  3). Следует отметить, 
что K. pneumoniae ODKB-81 несёт плазмиду группы не-
совместимости IncI2, в то время как K. pneumoniae ODKB-
16 – комбинированную плазмиду, принадлежащую одно-
временно нескольким группам (IncFIA + IncFIB + IncHI1B), 
что является характерной особенностью клинических 
изолятов. Дополнительно в  плазмиде K.  pneumoniae 
ODKB-16 была обнаружена релаксаза MOBF-типа и пред-
сказана конъюгативная мобильность. Профаги и  ин-
тегроны не  были найдены ни  у  одного изолята. МГЭ 
были представлены инсерционными IS-элементами 
и Tn-транспозонами. МГЭ семейств  IS1380 и  IS3 встре-
чались во  всех трёх изолятах в  хромосоме. Помимо 
этого, в  хромосоме K.  pneumoniae ODKB-7 были обна-
ружены IS66, а  в  K.  pneumoniae ODKB-16 – IS5- и  IS1-
элементы. МГЭ данных семейств имеют небольшую дли-
ну – от 500 до 2000 п. н. – и не содержат в себе генов, от-
вечающих за резистентность или патогенность. В плаз-
миде K. pneumoniae ODKB-81 были обнаружены два МГЭ 
семейств IS481 и IS66, не несущих генов резистентности 
или вирулентности. В плазмиде K. pneumoniae ODKB-16 
были обнаружены 18 МГЭ, относящихся к семействам IS1, 
IS3, IS4, IS5, IS6, IS21, IS66, IS110, IS481, IS630, IS1380, ISNCY 
и Tn3. Один МГЭ Tn3 семейства включал в себя гены pbrR 

Маркировка 
изолята

Источник выделения 
(дата)

Антибиотики Генотип 
(23 локуса*)

Бактериофаг 
клебсиелл 

поливалентныйЧувствительность Резистентность

K. pneumoniae 
ODKB-16

Трахеобронхиальное 
дерево (06.11.2018)

AMC20-10, IPM10, 
MEM10, TGC15

AK30, GN10, NET10, 
PTZ30-6, FEP30, CAZ10, 

CAZ30, ATM30
2b 3Х

K. pneumoniae 
ODKB-07 Кровь (21.06.2018)

AK30, GN10, NET10, 
AMC20-10, PTZ30-6, 

IPM10, CAZ30, MEM10, 
TGC15

FEP30, CAZ10, ATM30 2b 3Х

K. pneumoniae 
ODKB-81 Мокрота (22.10.2019) IPM10, MEM10, TGC15

AK30, GN10, NET10, 
AMC20-10, PTZ30-6, 

FEP30, CAZ10, CAZ30, 
ATM30

2b 4Х

Примечание. * – генотипирование проведено по следующим локусам: blaAMPC, blaBEL, blaCARB, blaCMY, blaCTX_M, blaGES, blaIMP, blaIND, blaKPC, blaLEN, blaNDM, blaOKP_ABCD, blaOXA, blaOXY, blaPER, 
blaSHV, blaSME, blaTEM, blaVEB, blaVIM.

Т А Б Л И Ц А   1
КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИЗОЛЯТОВ КОМПЛЕКСА 
ВИДОВ K. PNEUMONIAE

T A B L E   1
SHORT CHARACTERISTICS OF THE ISOLATES 
FROM K. PNEUMONIAE COMPLEX SPECIES 
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(транскрипционный фактор, принадлежащий семейству 
MerR), pbrA (ATPаза P1B-типа), pbrB (интегральный мем-
бранный белок) и pbrC (предполагаемая сигнальная пеп-
тидаза). Считается, что кластер генов pbrTRABCD коди-
рует уникальный, специфический механизм устойчиво-
сти к свинцу [28].

Генетическое типирование K. pneumoniae включало 
определение сиквенс-типа по схемам мультилокусного 
секвенирования MLST и cgMLST, выявление маркеров, 
связанных с фенотипическим капсульным серотипиро-
ванием, а также поиск детерминант вирулентности и ан-
тибиотикорезистентности.

Согласно результатам мультилокусного типи-
рования MLST по  семи генам gapA, infB, mdh, pgi, 
phoE, rpoB и  tonB, все штаммы показали разный гено-
тип: K.  pneumoniae ODKB-16 был определён как  ST-65, 
K. pneumoniae ODKB-07 – как ST-219, K. pneumoniae ODKB-
81 – как ST-86 (табл. 4). Все штаммы были отнесены к фи-
логруппе Kp1, K.  pneumoniae ODKB-16 и  K.  pneumoniae 
ODKB-81 имели K2-тип по генам wzc и wzi, но различа-
лись по профилю scgMLST629 и KL-типу (табл. 4).

Характеристика профиля вирулентности изолятов 
K. pneumoniae была проведена по кластерам генов ви-
рулентности AbST, CbST, YbST, SmST и RmST, типирую-
щих по локусам аэробактина, колибактина, эрсиниабак-
тина, сальмохелина и семейства белков RmST/RmpADC 
соответственно. Все кластеры генов вирулентности 
были идентифицированы и  охарактеризованы толь-
ко в  геноме изолята K.  pneumoniae ODKB-16 (табл.  5); 
их локализация представлена на картированном гено-
ме (рис. 1б). Таким образом, только изолят K. pneumoniae 
ODKB-16 можно охарактеризовать как высоковирулент-
ный с МЛУ.

Дополнительно в  геномах был проведён поиск 
детерминант патогенности, не  входящих в  перечень 
маркерных генов и  их  участков, которые валидиро-
ваны для  типирования штаммов видового комплек-
са K.  pneumoniae [27]. Известно, что  штаммы комплек-
са K. pneumoniae, имеющие серотип K2, проявляют ин-
вазивные свойства [9]. В структуре хромосомы исследу-
емых штаммов K.  pneumoniae были обнаружены гены, 
ответственные за  синтез фимбриальных адгезинов 

Т А Б Л И Ц А   2
КРАТКИЕ РЕЗУЛЬТАТЫ СБОРКИ И АННОТАЦИИ 
ГЕНОМОВ ИЗОЛЯТОВ КОМПЛЕКСА ВИДОВ 
K. PNEUMONIAE

T A B L E   2
BRIEF RESULTS ON GENOME ASSEMBLY 
AND ANNOTATION STATISTICS OF THE ISOLATES 
FROM K. PNEUMONIAE COMPLEX SPECIES 

Характеристики K. pneumoniae ODKB-16 K. pneumoniae ODKB-07 K. pneumoniae ODKB-81

Результаты сборки геномов

Количество прочтений на образец 18 689 678 23 218 431 8 283 075

Число скаффолдов 73 66 61

N50 293 674 308 988 308 386

Результаты аннотации геномов

Размер генома, п. н. 5 693 553 5 333 942 5 368 963

ГЦ, % 56.69 57.19 57.33

Количество белок-кодирующих  
последовательностей 5 421 5 085 4 892

Число рРНК 4 7 6

Число тРНК 63 66 54

Количество плазмид 1 Нет 1

Т А Б Л И Ц А   3
КРАТКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПЛАЗМИД ИЗОЛЯТОВ 
КОМПЛЕКСА ВИДОВ K. PNEUMONIAE

T A B L E   3
BRIEFLY CHARACTERISTIC OF PLASMIDS OF THE ISOLATES 
FROM K. PNEUMONIAE COMPLEX SPECIES

Характеристики K. pneumoniae ODKB-16 K. pneumoniae ODKB-81

Размер, п. н. 359 611 35 021

ГЦ, % 50.37 43.25

Группы несовместимости IncFIA+IncFIB+IncHI1B, rep_cluster_1254 IncI2

Вероятное происхождение Klebsiella pneumoniae Escherichia coli
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а 

б
РИС. 1. 
Хромосомные карты штаммов K. pneumoniae ODKB-7 (а), 
K. pneumoniae ODKB-16 (б), картированные на референсный 
геном K. pneumoniae subsp. pneumoniae HS11286. В выносках 
указаны гены, определённые на основании MLST (gapA, infB, 
mdh, pgi, phoE, rpoB и tonB), а также MLST-анализа детерми-
нант вирулентности (AbST, CbST, YbST, SmST, RmST) и анти-
биотикорезистентности

FIG. 1.  
Chromosomal maps of K. pneumoniae ODKB-7 (а), K. pneumoni-
ae ODKB-16 (б) strains mapped to the reference genome of K. pneu-
moniae subsp. pneumoniae HS11286. The callouts contain 
genes identified based on MLST (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB 
and tonB), as well as on MLST analysis of virulence determinants 
(AbST, CbST, YbST, SmST, RmST) and antibiotic resistance
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РИС. 1. (продолжение) 
Хромосомные карты штаммов K. pneumoniae ODKB-81 
(в), картированные на референсный геном K. pneumoniae 
subsp. pneumoniae HS11286. В выносках указаны гены, опре-
делённые на основании MLST (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB 
и tonB), а также MLST-анализа детерминант вирулент-
ности (AbST, CbST, YbST, SmST, RmST) и антибиотикорези-
стентности

FIG. 1. (continued) 
Chromosomal maps of K. pneumoniae ODKB-81 (в) strains 
mapped to the reference genome of K. pneumoniae subsp. pneu-
moniae HS11286. The callouts contain genes identified based 
on MLST (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB and tonB), as well as 
on MLST analysis of virulence determinants (AbST, CbST, YbST, 
SmST, RmST) and antibiotic resistance

в

Т А Б Л И Ц А   4
ГЕНЕТИЧЕСКИЙ ПРОФИЛЬ ИЗОЛЯТОВ КОМПЛЕКСА 
ВИДОВ K. PNEUMONIAE

T A B L E   4
GENETIC PROFILE OF THE ISOLATES FROM K. PNEUMONIAE 
COMPLEX SPECIES

Маркировка 
изолята MLST scgMLST629

Профиль scgMLST629_S

K-type KL-type
LIN код

Ф
ил

ог
ру

пп
а

П
од

ли
ни

я

Кл
он

ал
ьн

ая
 

гр
уп

па

K. pneumoniae 
ODKB-16 ST-65 scgST-11107 0_0_391_0_0_0_3_1_0_0 Kp1

SL1471; 
SL322; 
SL65

CG1471; 
CG322; 
CG65

K2 KL2

K. pneumoniae 
ODKB-07 ST-219 scgST-6401 0_0_80_8_0_0_0_7_0_0 Kp1 SL107; 

SL3157
CG219; 
CG3157 no KL125KL114

K. pneumoniae 
ODKB-81 ST-86 scgST-2800 0_0_395_0_13_1_0_0_0_0 Kp1

SL1471; 
SL322; 
SL86

CG1471; 
CG322; 
CG86

K2 KL2KL30
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1-го и 3-го типов (fimA и mrkD соответственно). Однако 
гены, ответственные за синтез инвазинов, адгезинов – 
пили  Р, α-гемолизина, термолабильных энтеротокси-
нов, а также за проявление гипермукоидного феноти-
па (rmpA и  magA), не  обнаружены. В  составе геномов 
был проведён поиск оперона устойчивости к теллуриту  
(TeO3

–2, ter-оперона), который, как было ранее показано, 
тесно связан с инфекцией K. pneumoniae [29, 30]. Все ло-
кусы этого оперона были определены только в  высо-
ко вирулентном изоляте с МЛУ K. pneumoniae ODKB-16 
(рис. 1б).

Анализ резистома исследуемых штаммов с исполь-
зованием сервиса Института Пастера для штаммов ви-
дового комплекса K. pneumoniae [27] показал, что в гено-
ме трёх штаммов K. pneumoniae присутствовали генные 
кластеры, кодирующие устойчивость к аминогликози-
дам, бета-лактамазам, хинолонам, и имели генотип 2b, 
определённый по  23  локусам, кодирующим устойчи-
вость к бета-лактамным антибиотикам. Дополнительно 
в геномах всех штаммов определили гены catA и sulA, 
кодирующие устойчивость к  хлорамфениколу и  суль-
фаниламидам соответственно. Ген fosA, кодирующий 
устойчивость к  фосфомицину, выявили только в  хро-
мосоме изолятов K.  pneumoniae ODKB-16 и  ODKB-81. 
Одним из механизмов формирования множественной 
устойчивости к  АМП считается наличие эффлюксных 
насосов. В геномах всех изолятов были определены де-
терминанты эффлюксных помп и  их  регуляции oqxAB, 
acrAB-tolC, acrZ, cusA, marAR, soxSR, rob, ramAR (семей-
ство RND (Resistance-Nodulation Division)), mdtM, bcr (се-
мейство MFS (Major Facilitator Superfamily)) и macAB (се-
мейство ABC (ATP Binding Cassette)).

ОБСУЖДЕНИЕ

В наших предыдущих исследованиях условно-пато-
генные бактерии вида K. pneumoniae были определены 
как этиологический фактор развития нозокомиальных 
генерализованных гнойно-септических инфекций [12], 
при этом отмечалась их способность к биоплёнкообра-
зованию и устойчивость к дезинфицирующим средствам 
и АМП [13–15]. Для определения клинического значения 
и потенциала комплекса видов K. pneumoniae исследова-
ны три изолята K. pneumoniae, обладающие устойчиво-
стью к АМП разных групп. Следует отметить, что штам-

мы K. pneumoniae ODKB-07 и ODKB-81 были изолирова-
ны из биотопов, на которые приходится наибольшая ча-
стота выделения условно-патогенных микроорганизмов 
комплекса видов K. pneumoniae [12] – это кровь и мокро-
та соответственно.

Проведённый М. Hennart и соавт. [3] филогенетиче-
ский анализ комплекса видов K. pneumoniae позволил вы-
делить семь основных филогрупп Kp1–Kp7, при этом наи-
более представленной является филогруппа Kp1 – груп-
па K. pneumoniae sensu stricto. Различными исследовани-
ями показано, что в её филогенетической структуре вы-
явлено большое разнообразие подлиний (SL, sublineage) 
и клональных групп (CG, clonal groups), что отражает ак-
тивный интерес клинических микробиологов к изоля-
там с  множественной лекарственной устойчивостью 
или/и гипервирулентностью [1, 3, 10, 11]. Филогенети-
ческий анализ других филогрупп K. pneumoniae выявил 
различающиеся SL, но они не являлись преобладающи-
ми; по-видимому, важные с клинической точки зрения 
подлинии и клональные группы в этих филогруппах ещё 
предстоит выявить [3]. Авторы также дополнили схему 
мультилокусного анализа основного генома (cgMLST, 
634 локуса), ранее определённую S. Bialek-Davenet и со-
авт. [2]. В схему scgMLST629 включено 629 локусов, про-
филь сочетает LIN код, филогруппу (Kp), подлинию (SL) 
и клональную группу (CG) [3].

Проанализированные в  данной работе изоляты 
K. pneumoniae ODKB-16, ODKB-07 и ODKB-81 на основании 
анализа MLST отнесены к генотипам ST-65, ST-219 и ST-
86. ScgMLST629 анализ позволил выявить сходство с под-
линиями SL1471, SL322 и SL65 для K. pneumoniae ODKB-
16, SL107 и SL3157 для K. pneumoniae ODKB-07, а также 
SL1471, SL322 и SL86 для K. pneumoniae ODKB-81.

Следует также отметить наличие разной частоты об-
наружения генов вирулентности и устойчивости к АМП 
среди основных SL и  CG [3, 31]. Среди проанализиро-
ванных изолятов только в геноме K. pneumoniae ODKB-
16 определены все локусы, согласно профилю вирулент-
ности, предложенному ранее [10, 11]. При этом изолят 
со средним баллом вирулентности 5 имел средний балл 
резистентности 1 (1 = ESBL).

В  последнее время факт появления высоковиру-
лентных штаммов K. pneumoniae с высокой устойчиво-
стью к антибиотикам заставляет исследователей актив-
но изучать механизмы и факторы, обусловливающие по-
явление и выживаемость таких бактерий [29]. Если рас-

Т А Б Л И Ц А   5
ПРОФИЛЬ ВИРУЛЕНТНОСТИ ИЗОЛЯТА K. PNEUMONIAE 
ODKB-16

T A B L E   5
VIRULENT PROFILE OF THE K. PNEUMONIAE ODKB-16 
ISOLATE

AbST/Aerobactin/ 
iucABCD, iutA*

CbST/Colibactin/ 
clbABCDEFGHILMNOPQ

YbST/Yersiniabactin/ 
ybtSXQPAUTE, irp2, 

irp1, fyuA

SmST/Salmochelin/ 
iroBCDN

RmST/RmpADCproteins/ 
rmpACD

Генотип iuc lineage Генотип clb lineage ICE lineage Генотип iro lineage Генотип rmp lineage

ST-1 iuc 1 ST-13 clb 3 Ybt-17; ICEKp10 ST-10 iro 1 ST-38 rmp 1; KpVP-1
Примечание. * – название кластера генов/целевой продукт/список генов из генного кластера.
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сматривать воздействие АМП на бактерии как реакцию 
клетки на стрессовый фактор окружающей среды, фор-
мирование устойчивости может быть обусловлено раз-
ными генетическими детерминантами. С другой сторо-
ны, перекрёстная, совместная резистентность, напри-
мер, к АМП и дезинфицирующим средствам и/или АМП 
и тяжёлым металлам, может быть обусловлена наличи-
ем сходных генетических механизмов формирования 
фенотипа резистентности [32, 33]. Последними экспери-
ментальным исследованиями с модельными животны-
ми было показано, что оперон резистентности к теллу-
ру, известный как ter-оперон, ассоциирован с пневмо-
нией и бактериемией, вызванными K. pneumoniae [29]. 
Комплексные исследования ter-оперона K. pneumoniae 
на основании геномного и биоинформатического под-
хода показали, что ter-оперон был генетически незави-
сим от других локусов вирулентности и  устойчивости 
к антибиотикам, кодируемых плазмидами [29]. В модель-
ных экспериментах с  мышами было показано, что  ter-
оперон, тесно связанный с  инфекцией, кодирует фак-
торы, которые противостоят стрессу, вызванному мест-
ной микробиотой кишечника во  время колонизации 
K. pneumoniae [29]. В исследовании, моделирующем ин-
фекцию мочевыводящих путей, была показана роль бел-
ка TerC в формировании устойчивости к офлоксацину, 
полимиксину B и хлориду цетилпиридиния [30], а в со-
вокупности результаты этих исследований указывают 
на роль ter-оперона как фактора персистенции и толе-
рантности к стрессу [29, 30]. Среди проанализированных 
в данном исследовании штаммов K. pneumoniae только 
в геноме высоковирулентного изолята с МЛУ ODKB-16 
охарактеризованы все  локусы ter-оперона, что  свиде-
тельствует о наличии в его геноме дополнительных де-
терминант толерантности к стрессовым факторам окру-
жающей среды.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Филогруппы, подлинии и клональные группы вну-
три изолятов комплекса видов K. pneumoniae могут су-
щественно различаться по своей экологии и патоген-
ности, и их точное определение важно как в фундамен-
тальных исследованиях, так и в практическом здраво-
охранении. На основе разных схем типирования муль-
тилокусных последовательностей охарактеризованы 
геномы трёх клинических изолятов K.  pneumoniae, 
выделенных из  клинического материала пациентов. 
Определён профиль вирулентности, проведено типи-
рование MLST по семи генам и типирование основно-
го генома с 629 генами (scgMLST62), все изоляты отне-
сены к филогруппе Kp1, K2 K-type и 2b генотипу. До-
полнительно охарактеризован ter-оперон как фактор 
толерантности к стрессу. Эта комплексная видоспеци-
фичная схема для геномной таксономии клинических 
изолятов может быть использована и должна способ-
ствовать унификации глобальных и региональных осо-
бенностей возникновения и микроэволюции бактери-
альных патогенов.
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