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С целью молекулярного типирования исследованы карбапенемустойчивые изоляты K. pneumoniae (4 штамма), выде-
ленные из раневого отделяемого пациентов ожогового отделения. Проведено полногеномное секвенирование на высоко-
производительном секвенаторе MiSeq (Illumina, США). Установлена принадлежность трех изолятов K. pneumoniae к 
сиквенс-типу 395 — серотипу K2. Показано, что один изолят имеет уникальное сочетание сиквенс-типа 23 — серотипа 
K57. Определены генетические детерминанты основных факторов патогенности и антимикробной резистентности и 
установлена их локализация. Все штаммы характеризовались наличием генов, детерминирующих проявление инвазивных 
свойств (фимбрии 1-го и 3-го типов, белки-сидерофоры), обусловливающих быстрое размножение в тканях человека. 
Гены, ответственные за синтез инвазинов и токсических веществ, таких как α-гемолизин, энтерогемолизин, шигаподоб-
ных энтеротоксинов, цитотоксического некротизирующего фактора, а также проявление гипермукоидного фенотипа 
не обнаружены. В составе хромосомы установлены гены, кодирующие синтез β-лактамаз группы SHV-1, гены устойчи-
вости к хинолонам и фосфомицину. В структуре мобилома выявлен набор генов резистентности, включающий детерми-
нанты бета-лактамаз расширенного спектра действия CTX-M-15 и сериновых карбапенемаз OXA-48 (изоляты ST395), 
у штамма ST23 — только CTX-M-55. Ранее продуценты CTX-M-55 цефалоспориназ среди российских изолятов Klebsiella 
pneumoniae не выявлялись. У всех штаммов присутствуют гены β-лактамаз OXA-1 и TEM-1, гены устойчивости к ами-
ногликозидам, фторхинолонам, фениколам, сульфаниламидам и триметоприму. Дополнительно у одного изолята выявле-
ны гены, детерминирующие устойчивость к макролидам. Полученные результаты дают дополнительную информацию 
о молекулярно-генетической характеристике БЛРС-продуцирующих штаммов Klebsiella pneumoniae, циркулирующих на 
территории Российской Федерации.
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ности и антибиотикорезистентности; OXA-48 карбапенемаз; β-лактамазы расширенного 
спектра; мобилом.
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The carbapenem resistant isolates of K. pneumoniae (4 strains) isolated from wound discharge of patients of burn department 
were analyzed with the purpose of molecular typing. The whole genome sequencing was implemented using highly productive 
sequenator MiSeq (Illumina, USA). Belonging of three isolates K. pneumoniae to sequence-type 395-serotype K2 is established. 
It is demonstrated that one isolate has a unique combination of sequence-type 23-serotype K57. The genetic determinants of 
main factors of pathogenicity and anti-microbial resistance are established and their localization is determined. All strains were 
characterized by availability of genes determining manifestation of invasive characteristics (fimbriae type I and III, proteins-
siderofors), conditioning fast propagation in human tissues.   The genes responsible for synthesis of invasini and toxic substances 
such as α-hemolysin, enterohemolysin, shiga-like enterotoxins, cytotoxic necrotic factor, and hypermucoid phenotype regulator 
were not detected. In the structure of chromosome genes coding synthesis of β-lactamases of group SHV-1 and genes of resistance 
to quinolones and phosphomycin were detected. In the structure of mobilom a set of genes of resistance was detected including 
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determinants of β-lactamases of larger specter of action CTX-M-15 and serin carbapenemases OXA-48 (ST395 isolates), in strain 
ST23 - only CTX-M-55. Previously, producers of CTX-M-55 of cefalosporinases among Russian isolates of Klebsiella pneumoniae 
were not detected. In all strains genes of β-lactamases OXA-1 and TEM-1, genes of resistance to aminoglycoside, fluoroquinolone, 
phoenicols, sulfonamides and trimethoprim are present. Additionally, in one isolate were detected genes determining resistance to 
macrolid. The obtained results provide supplementary information about molecular genetic characteristic of carbapenem resistant 
strains of Klebsiella pneumoniae circulating in the Russian Federation.
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Введение. В настоящее время в этиологической струк-
туре инфекций, связанных с оказанием медицинской по-
мощи, ведущую роль занимают условно-патогенные ми-
кроорганизмы. Особое место принадлежит энтеробакте-
риям, таким как Klebsiella pneumoniae, включенным ВОЗ 
в список наиболее приоритетных для изучения патоге-
нов [1]. Представители данного семейства обладают вы-
сокой скоростью приобретения плазмидно-кодируемых 
детерминант антимикробной резистентности и в пер-
вую очередь β-лактамаз расширенного спектра действия 
(БЛРС). Распространение полирезистентных госпиталь-
ных штаммов K. pneumoniae приобретает эпидемиче-
ский характер, при этом отмечается региональная осо-
бенность доминирования определённых геновариантов, 
отличающихся по характеру фенотипических прояв-
лений [2, 3]. Так, в ряде стационаров США, Франции, 
Англии, Италии и других стран пандемическое распро-
странение получила генетическая линия K. pneumoniae, 
относящаяся к клональной группе 258 [4, 5]. Показа-
но, что в странах Прибалтийского региона и в Санкт-
Петербурге доминируют штаммы K. pneumoniae, проду-
цирующие ndM-1 металло-β-лактамазу и относящиеся 
к сиквенс-типу 340 [3, 6]. Исследования, проведенные 
в крупных городах России (Москва, Нижний Новгород, 
Екатеринбург, Ижевск, Смоленск, Казань и др.) позво-
лили обнаружить штаммы K. pneumoniae, продуцирую-
щие бета-лактамазы групп shv, cTX-M, TeM, oXa, 
oXa-48, kpc [2]. Следует отметить, что информация о 
циркуляции определенных генотипов (сиквен-типов) в 
большинстве регионов России практически отсутствует. 
Также недостаточно сведений о детальной молекулярно-
генетической характеристике БЛРС-продуцирующих 
штаммов, в частности K. pneumoniae, включающей опи-
сание факторов патогенности и резистентности, анализ 
структуры мобилома. Последний играет ключевую роль 
в распространении генов, кодирующих БЛРС.

Наиболее полную информацию о структуре гено-
ма микроорганизма можно получить с использованием 
полногеномного секвенирования на высокопроизводи-
тельных секвенаторах.

Цель работы — молекулярное типирование штаммов 
K.pneumoniae, выделенных у пациентов ожогового от-
деления.

Материал и методы. В работе исследовались четыре 
изолята K. pneumoniae, выделенные из раневого отделя-

емого пациентов ожогового отделения ФГБУ «Приволж-
ского федерального медицинского исследовательского 
центра». Штаммы культивировали на колумбийском 
агаре с 5% бараньей кровью (sredoff, СПБ). Видовую 
идентификацию проводили на масс-спектрометре auto-
flex (bruker daltonics). Антибиотикорезистентность оце-
нивалась с помощью sensi-latest (erba Mannheim), 
к отдельным препаратам — на анализаторе viTec-2 
(bioMereux, Франция) и диско-диффузионным методом 
на агаре Мюллера—Хинтона (oxoid, Англия) с исполь-
зованием сенси-дисков и анализатора adagio (bio-
rad, США) (табл. 1).

Полногеномное секвенирование карбапенемрези-
стентных штаммов K. pneumoniae проводили на секве-
наторе Miseq (illumina, США). ДНК чистых культур K. 
pneumoniae выделяли с помощью набора АмплиПрайм 
ДНК-сорб-b (ЦНИИЭ, Россия). При подготовке би-
блиотеки ДНК для секвенирования использовали набор 
nextera XT sample preparation kit (illumina, США), сек-
венирование проводили с использованием набора Miseq 
reagent kit v2 (illumina, США) на 500 циклов.

Выравнивание и сборку полученных коротких чтений 
относительно референса осуществляли с использовани-
ем встроенного в секвенатор программного обеспече-
ния. Референсом являлась нуклеотидная последователь-
ность штамма K.pneumoniae HS11286 (номер genbank 
cp003200.1). С целью поиска нуклеотидных последо-
вательностей, принадлежащих мобильным элементам 
(плазмиды, транспозоны, интроны и т. д.), дополнитель-
но проводили сборку полученных чтений de novo c по-
мощью программного обеспечения spades версия 3.9.1 
(http://spades.bioinf.spbau.ru/release3.9.1/manual.html).

ncbi prokaryotic genome annotation pipeline (pgap) 
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/annotation_prok/) 
и сервер rapid annotation using subsystem Technology 
(rasT) (http://rast.nmpdr.org/) использовали для аннота-
ции нуклеотидных последовательностей исследуемых 
штаммов K.pneumoniae.

Определение сиквенс-типов, поиск детерминант ан-
тибиотикорезистентности и патогенности осуществляли 
с использованием специализированной для K. pneumoni-
ae базы данных klebsiella sequence Typing (http://bigsdb.
pasteur.fr/klebsiella/klebsiella.html) и сервера center for 
genomic epidemiology (https://cge.cbs.dtu.dk/services/). 
Наличие интронов и is-элементов определяли дополни-
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тельно с помощью web-сервисов integrall (http://integrall.
bio.ua.pt/) и is-finder (https://www-is.biotoul.fr/).

Результаты. Основные результаты полногеномного 
секвенирования и аннотирования клебсиелл представ-
лены в табл. 2.

Молекулярно-генетическое типирование K. pneumo-
niae включает выявление генетических детерминант 
факторов патогенности и антибиотикорезистентности, 
определение сиквенс-типа по схеме мультилокусного 
секвенирования (MlsT), анализ генетической структу-
ры мобильных элементов.

При типировании штаммов по схеме MlsT [7] уста-
новлено, что штамм K. pneumoniae KP254 относится 
к сиквенс-типу (sT) 23, остальные три штамма — к 
сиквенс-типу 395. Серотиповую принадлежность про-
водили на основании анализа структуры гена wzi, входя-
щего в состав кластера генов, кодирующих капсульные 
полисахариды k-антигенов [8]. Штамм K. pneumoniae 
KP254 принадлежит серотипу k57 (аллельный вариант 
гена wzi-77), другие три штамма — серотипу k2 (ал-
лельный вариант гена wzi-2).

Известно, что штаммы, принадлежащие серотипам 
k2 и k57, проявляют инвазивные свойства [9, 10]. У 
всех исследуемых штаммов K. pneumoniae в структуре 
хромосомы обнаружены гены, ответственные за син-
тез фимбриальных адгезинов 1-го и 3-го типов (fimA 
и кластер генов mrk соответственно). Выявлены также 
гены irp1 (штамм KP254), irp2 (штаммы KP59, KP314, 
KP 1083), fyuA и группа генов ybt, контролирующих 
синтез, транспорт и регуляцию белка-сидерофора иер-
синеобактина. Штамм K. pneumoniae KP254 обладает 
дополнительной системой транспорта железа в виде 
белка-сидерофора аэробактина (ген iutA и кластер ге-
нов iuc).

По данным литературы многие штаммы K. pneumo-
niae серотипов k2 и k57 имеют в структуре генома гены 
rmpA и magA, отвечающие за проявление гипермукоид-
ного фенотипа [9, 10]. Однако эти гены у исследуемых 
нами штаммов не обнаружены ни в составе основного 
генома, ни мобилома. Не установлено наличие генов, 
ответственных за синтез инвазинов и токсических ве-
ществ, таких как α-гемолизин, энтерогемолизин, шига-
подобных энтеротоксинов, цитотоксического некроти-
зирующего фактора.

Анализ резистома исследуемых штаммов показал, 
что в составе хромосом трех штаммов K. pneumoniae 
присутствует ген blaSHV-11, а у штамма kp254 — blaSHV-1. 
Оба аллельных варианта гена кодируют сериновые 
β-лактамазы, относящиеся согласно классификации 
bush (2010) к функциональной группе 2b и обеспечи-
вающие устойчивость к пенициллинам и некоторым це-
фалоспоринам. У всех штаммов выявлены также гены 
устойчивости к хинолонам — гены эффлюксных насо-
сов oqxA, oqxB и ген fosA, обусловливающий проявление 
устойчивости к фосфомицину.

В структуре ДНК мобильных элементов исследуемых 
штаммов выявлено значительное количество различных 
детерминант антибиотикорезистентности (табл. 3).

При типировании мобилома in silico с помощью 
сервера plasmid finder [10] выявлено наличие плаз-
мид различных групп несовместимости. У штаммов 
K.pneumoniae kp59, kp314 и kp1083 обнаружены плаз-
миды групп несовместимости incr и incl/M. Штамм 
kp1083 дополнительно несёт плазмиды групп incfib, 
inchi1b. У штамма kp254 выявлены плазмиды групп 

incfii и incfia(hi1) + incfii(k). Наличие комбиниро-
ванных плазмид, принадлежащих одновременно не-
скольким группам несовместимости, является характер-
ной особенностью клинических изолятов [11].

Установлено, что детерминанты oXa-48 карбапене-
маз у всех этих штаммов K. pneumoniae ассоциированы 
с плазмидами группы несовместимости incl/M.

Важным фактором, способствующим распростране-
нию антибиотикорезистентности, являются интегроны 
— генетические структуры, улавливающие и встраи-
вающие гены, обеспечивающие их активное функцио-
нирование [11]. Из исследуемых нами культур только 
штамм kp1083 имеет интегрон первого класса, несущий 
генные кассеты, детерминирующие устойчивость к три-
метоприму и аминогликозидам.

С помощью сервера is-finder выявлены последова-
тельности инсерционных is-элементов, относящихся 
к различным семействам. Так, в структуре хромосом 
определено 6 (3 штамма) и 5 (kp314) is-элементов, а в 
мобиломе обнаружены 11 (kp314, kp59), 13 (kp254) и 
22 (kp1083) инсерционные структуры. Установлено, что 
гены, кодирующие cTX-M цефалоспориназы, находятся 
в составе is семейства Tn3, а ген blaoxa-48 карбапенемазы 
ассоциирован с мобильным элементом, относящимся к 
семейству is4.

Обсуждение. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что три штамма имеют схожие значения 
длин основного генома, в структуре которого обнару-
жены последовательности двух профагов. У штамма 
K.pneumoniae KP254 последовательности профага от-
сутствуют, что объясняет более короткую длину генома. 
Существенные различия у исследуемых изолятов выяв-
лены в размере мобилома: так, у двух штаммов он со-
ставил около 138 тыс.п.н., у штамма kp254 — более 300 
тыс. п.н. и у штамма kp1083 — более 400 тыс. п.н.

Т а б л и ц а  1
Антибиотикочувствительность штаммов K. pneumoniae 

Антибиотик Штамм K. pneumoniae

kp59 kp254 kp314 kp1083

Дорипенем r r r r

Имипенем i r r s
Меропенем i r r i
Эртапенем r r r s
Нетилмицин s i s s
Тигециклин s i s i
Тикарциллин/клавулановая 
кислота

r s r r

Цефепим r s r r
Цефокситин r r r r
Цефоперазон/сульбактам r r r r
Цефотаксим r r r r
Цефтазидим r r r r
Цефтриаксон r r r r
Цефуроксим r r r r
Ципрофлоксацин r r r r

П р и м е ч а н и е . r — устойчив;  i— умеренно устойчив; s — 
чувствителен.
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При определении сиквенс-типа и серотиповой при-
надлежности установлено, что штамм K. pneumoniae 
kp254 относится к sT23 и серотипу k57. Согласно ис-
точникам литературы генетические линии K. pneumo-
niae, относящиеся к sT23, характеризуются глобальным 
распространением, наиболее часто обнаруживаются у 
пациентов с абсцессом печени, реже с пневмонией, и от-
носятся к серотипу k1 [4, 5]. Штаммы K. pneumoniae се-
ротипа k57 (определение сиквенс-типа не проводилось) 
впервые были выявлены у больных с абсцессом печени 
в Тайване [12]; описан случай обнаружения клебсиелл 
такого же серотипа и сиквенс-типа 185 у коров в США 

[5]. Таким образом, мы описываем первый случай обна-
ружения K. pneumoniae sT23 серотипа k57.

Спектр выявленных детерминант патогенности обу-
словливает проявление исследуемыми штаммами ис-
ключительно инвазивных свойств, что является отличи-
тельным признаком от описанных ранее представителей 
серотипов k2 и k57.

Следует отметить сходство аллельного профиля де-
терминант антибиотикорезистентности трёх исследуе-
мых штаммов K. pneumoniae (kp59, kp314, kp1083). Ге-
ны blaOXA-1 и blaTEM-1 кодируют бета-лактамазы широкого 
спектра и относятся к функциональной группе 2b. Такие 
гены, как blaCTX-M-15 и blaOXA-48, кодируют cTX-M-15 це-
фалоспориназы (группа 2be) и oXa-48-тип карбапене-
мазы (группа 2d) соответственно, которые относятся к 
бета-лактамазам расширенного спектра [12]. Аллотип 
blaCTX-M-15 относится к эволюционной группе cTX-M-1 
цефалоспориназ, имеет глобальное распространение и 
является наиболее эпидемически значимым (выявляет-
ся в 87% случаев) [13, 14]. Исследования, проведённые 
российскими учеными, показали, что продуцентами 
oXa-48 карбапенемаз на территории Российской Фе-
дерации являются штаммы клебсиелл, относящиеся к 
сиквенс-типам 395 и 147 [15, 16].

У штамма kp254 выявлены гены, кодирующие про-
дукцию бета-лактамаз широкого спектра oXa-1, lap-2 
(аналог TeM-1) и одного типа БЛРС — cTX-M-55 цефа-
лоспориназы. Данные о циркуляции аллотипа blaCTX-M-55, 
относящегося к группе cTX-M-9, среди российских изо-
лятов K. pneumoniae отсутствуют [13, 14, 17].

У всех исследуемых штаммов выявлены детерми-
нанты резистентности к фторхинолонам: гены qnrS 
(обеспечивает защиту мишени) и aac(6’)-Ib-cr, коди-
рующий аминогликозидацетилтрансферазу. Последняя 

Т а б л и ц а  2
Общие результаты полногеномного секвенирования штаммов  
K. pneumoniae

Характеристика Штамм K. pneumoniae

kp59 kp254 kp314 kp1083

Размер генома, 
п.н.

5 141 870 4 874 354 5 139 919 5 176 368

ГЦ, % 57,8 58 57,8 57,8
Количество тРНК 84 84 85 84
Количество рРНК 25 25 25 25
Количество белок-
кодирующих по-
следовательностей

5 118 4 802 5 139 5 177

Количество про-
фагов

2 Нет 2 2

Размер мобилома, 
п.н.

137 828 138 593 312 272 433 633

Т а б л и ц а  3
Детерминанты резистентности штаммов K. pneumoniae, локализованные на мобильных элементах

Антибактериальные препараты Детерминанты антибиотикорезистентности штаммов K. pneumoniae

kp59 kp254 kp314 kp1083

β-Лактамные
цефалоспорины blacTX-M-15 blacTX-M-55 blacTX-M-15 blacTX-M-15

оксациллины blaoXa-1 blaoXa-1 blaoXa-1 blaoXa-1

карбапенемы blaoXa-48 blaoXa-48 blaoXa-48

пенициллины и некоторые цефалоспорины blaTeM-1 blalap-2 blaTeM-1 blaTeM-1

Хинолоны/фторхинолоны qnrs qnrs qnrs qnrs
aac(6’)-ib-cr aac(6’)-ib-cr aac(6’)-ib-cr aac(6’)-ib-cr

Аминогликозиды aac(6’)-ib-cr aac(6’)-ib-cr aac(6’)-ib-cr aac(6’)-ib-cr 
ant(2”)-ia
ant(3”)-ia

arma
Тетрациклин teta teta teta teta
Фениколы cata1c cata1 cata1 cata1

atb3 catb3 catb3 catb3
Сульфониламиды sul1 sul2 sul1 sul1
Триметоприм dfra1 dfra1 dfra1
Макролиды msre

mphe
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является бифункциональным ферментом, модифициру-
ющим также аминогликозидные антибиотики. У штам-
ма K.pneumoniae kp1083 установлены дополнительные 
гены ant(2»)-Ia и ant(3»)-Ia -аминогликозидмодифици-
рующих ферментов аденилилтрансфераз, а также ген 
armA, кодирующий метилазу 16s рРНК.

Все изоляты обладали генами устойчивости к тетра-
циклину, фениколам и сульфаниламидам, у трёх выяв-
лены гены резистентности к триметоприму, а у штамма 
K.pneumoniae kp1083 обнаружены также гены эффлюкс-
ного транспорта макролидов.

В целом набор маркёров антибиотикорезистентности 
представителей sT395 в нашем исследовании практиче-
ски полностью совпадает с таковыми, описанными В.А. 
Агеевец (2016), для штамма клебсиелл sT395, выделен-
ного в Москве.

Следует отметить, что штамм K.pneumoniae kp1083, 
обладающий наибольшим набором детерминант устой-
чивости к различным классам антибиотиков, характе-
ризуется высокой чувствительностью. Так, при нали-
чии у него гена blaOXA-48 наблюдается чувствительность 
к таким карбапенемам, как имипенем и эртапенем в 
отличие от штаммов kp59 и kp314. Несмотря на при-
сутствие трёх детерминант устойчивости к амино-
гликозидам, штамм K.pneumoniae kp1083 сохраняет 
чувствительность к нетилмицину, как и другие три 
штамма, обладающие только одним геном резистент-
ности. С другой стороны, штамм K.pneumoniae kp254, 
не имеющий гены карбапенемаз, является устойчивым 
к дорипенему и эртапенему. Таким образом, наличие 
(или отсутствие) генетических детерминант анти-
микробной резистентности не всегда соответствует 
фенотипическим свойствам патогена, обусловленным 
функционированием других механизмов, связанных с 
регуляцией экспрессии генов резистентности, наличи-
ем эффлюксных систем или снижением уровня прони-
цаемости мембраны клеток бактерий [18].

Заключение. Впервые в Нижнем Новгороде проведе-
но полногеномное секвенирование клинических изоля-
тов БЛРС-продуцирующих штаммов K.pneumoniae, что 
позволило осуществить молекулярное типирование по 
широкому спектру маркеров.

Получены новые данные о представителях K. pneu-
moniae, относящихся к sT395 серотипа 2 и sT23 серо-
типа k57, отличающихся от известных ранее по пато-
генным свойствам. Установлено, что все исследуемые 
штаммы не являются высокопатогенными, поскольку у 
них отсутствуют гены, ответственные за синтез токси-
нов и проявление гипермукоидного фенотипа. Однако 
наличие генов, контролирующих синтез фимбриальных 
адгезинов, белка иерсинеобактина и аэробактина (K. 
pneumoniae kp254), обусловливает проявление инвазив-
ных свойств штаммов клебсиелл, способствуя быстрому 
размножению в тканях человека. Впервые описан пред-
ставитель Klebsiella pneumoniae sT23, принадлежащий 
серотипу k57.

У всех штаммов выявлены детерминанты множе-
ственной антибиотикоустойчивости, основной вклад 
в формирование резистентности вносят генетические 
структуры, находящиеся на мобильных элементах.

Все изоляты являются продуцентами бета-лактамаз 
групп shv-1, TeM-1, oXa-1, cTX-M. У трёх изолятов, 
относящихся к sT395, выявлены гены OXA-48 карбапе-
немаз.

Подобные исследования позволяют оценивать попу-

ляционную структуру БЛРС- продуцирующих патогенов 
на локальном и глобальном уровнях, способствуют по-
ниманию механизмов распространения экстремально- и 
панрезистентных штаммов и осуществлению эффектив-
ного контроля за ними.
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