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последовательностей гена uge, детектированного 
в штаммах Klebsiella pneumoniae

   

   

Резюме

Актуальность. Штаммы Klebsiella pneumoniae могут обладать различными генами факторов вирулентности и вызывать такие 

нозологические формы, как пневмония, инфекция мочевыделительной системы, абсцесс печени, неонатальный сепсис. Цель рабо-

ты – провести филогенетический анализ нуклеотидных последовательностей гена uge, детектированного в штаммах K. pneumoniae. 

Материалы и методы. Всего исследовано 66 бактериальных культур K. pneumoniae, идентифицированных в 2019 г. Из них 45 – 

выделены из проб фекалий, 20 – из проб цервикального канала, 1 – из зева. Видовую идентификацию выделенных микроорганиз-

мов проводили бактериологическим методом, детекцию гена uge осуществляли с помощью ПЦР в реальном времени. Результаты 

и обсуждение. При проведении скринингового исследования K. pneumoniae uge+ штаммы выявлены в 60,61%. Нуклеотидные 

последовательности являются гетерогенными, штаммы K. pneumoniae, проанализированные по нуклеотидной последовательности 

гена uge, имеют разное генетическое родство. Отсутствие кластеризации изолятов по времени выделения и принадлежности к ста-

ционару исключает наличие у них общих эпидемических связей. Выводы. Ген uge был детектирован в 60,6% штаммов K. pneumoniae, 

выделенных при проведении скринингового бактериологического исследования. Нуклеотидные последовательности гена uge, полу-

ченные в ходе настоящего исследования, отличаются от аналогичных, принадлежащих гипервирулентным штаммам, что может быть 

использовано для оценки патогенного потенциала выявляемых в стационарах изолятов и эпидемической ситуации в отделениях 

лечебного учреждения, а также разработки подходов к прогнозу уровня заболеваемости инфекций клебсиеллезной этиологии, осно-

ванных на методах молекулярной эпидемиологии.
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Abstract

Relevance. Klebsiella pneumoniae strains may have different virulence factor genes and cause nosological forms such as pneumonia, urinary 

tract infection, liver abscess, and neonatal sepsis. The purpose of this work is to conduct a phylogenetic analysis of the nucleotide sequences 

of the uge gene detected in K. pneumoniae strains. The purpose of this work is to conduct a phylogenetic analysis of the nucleotide sequences 

of the uge gene detected in K. pneumoniae strains. Materials & Methods. A total of 66 bacterial cultures identified in 2019 were examined. 

45 bacterial cultures were isolated from fecal samples, 20 – from cervical canal samples, 1 – from the pharynx. Results. The uge gene was 

detected in 60.61% of Klebsiella pneumoniae strains isolated during bacteriological screening. Conclusions. The Klebsiella pneumoniae 

nucleotide sequences of the uge gene obtained in the course of this study differ from the analogous ones belonging to hypervirulent strains, 

which can be used to assess the pathogenic potential of isolates detected in hospitals and the epidemic situation in medical departments, as 

well as to develop approaches to predict the incidence rate of Klebsiella etiology infections based on molecular epidemiology methods.
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Введение
Klebsiella pneumoniae – типичный предста-

витель семейства Enterobacteriaceae, который 
является распространенным возбудителем как вне-
больничных, так и внутрибольничных инфекций [1]. 
По литературным данным, обнаружение Klebsiella 
pneumoniae в клиническом материале может быть 
ассоциировано с такими нозологические формами, 
как пневмония, инфекция мочевыделительной си-
стемы, абсцесс печени [2,3], неонатальный сепсис 
[4–6]. Указанный вид бактериальных клеток может 
обладать различными генами вирулентности и ре-
зистентности [7–10]. Одним из них является ген 
uge, обеспечивающий синтез фермента уридин-
дифосфат-галактуронат-4-эпимеразу. Он участвует 
в продукции липополисахарида и развитии эндо-
токсического шока при разрушении целостно-
сти клеточной стенки бактериальной клетки [11]. 
Детекция генетических маркеров лежит в основе 
молекулярно-эпидемиологического мониторинга, 
способствующего регистрации случаев заноса воз-
будителя инфекции во внутрибольничную среду, 
а также обнаружению хромосомных и внехромо-
сомных изменений, свидетельствующих о процессе 
формирования госпитального штамма [12].

Изучение механизмов распространения штам-
мов и установление степени их генетического 
родства является актуальным направлением на-
учных исследований для представителей различ-
ных врачебных специальностей: эпидемиологов, 
клиницистов, бактериологов [13]. Дополнительно 
к широко используемому в рутинной диагностиче-
ской практике бактериологическому методу моле-
кулярно-генетическое исследование особенностей 
выделенных изолятов позволяет дать более под-
робную характеристику бактериальных штаммов 
и провести внутривидовое типирование, что играет 
большую роль в оценке эпидемического процесса 
и установлении механизмов и путей распростра-
нения бактериальных изолятов. Значимым подхо-
дом к оценке микробного разнообразия является 
филогенетический анализ.

Цель исследования – провести филогене-
тический анализ нуклеотидных последователь-
ностей гена uge, детектированного в штаммах 
K. pneumoniae.

Материалы и методы
Всего исследовано 66 бактериальных культур 

K. pneumoniae. Из них 45 – выделены из проб 
фекалий, 20 – из проб цервикального ка-
нала, 1 – из зева. Фекалии получены от ново-
рожденных детей в возрасте от 3 до 123 суток, 
рожденных от матерей с различным сроком геста-
ции (29–36 недель ± 3дня). Пробы цервикального 
канала взяты от 16 беременных (15–41 неделя 
гестации ± 4дня), одной роженицы (40 недель) 
и от трех женщин, обратившихся за консультатив-
ной помощью при планировании беременности. 
Пробы биологического материала были взяты 

из акушеско-гинекологических и педиатрических 
отделений № 1–5 с февраля по ноябрь 2019 г.

Сбор фекалий в количестве 1 г осуществляли 
в стерильные лабораторные контейнеры для взя-
тия проб с завинчивающейся крышкой и ложкой 
объемом 60 мл. Отделяемое цервикального канала 
забирали в пробирки с транспортной средой «Amies 
с углем» (Китай). Пробы биологического материала 
транспортировали и хранили в соответствии с нор-
мативными документами. Микробиологическое ис-
следование осуществляли согласно приказу № 535 
от 22.04.1985 Минздрава СССР. Для культивирова-
ния бактерий посев материала выполняли на среду 
Эндо (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия г. Оболенск), кро-
вяно-сывороточный агар (основа-Conda, Испания; 
эритроциты барана, ЗАО «ЭКОлаб»; сыворотка 
крови крупного рогатого скота, ООО «БиолоТ», 
Россия), желточно-солевой агар (НИЦФ, Санкт-
Петербург), Сабуро (BioMerieux, Франция). Пробы 
из цервикального канала дополнительно сеяли на 
питательную среду для выделения и культивирова-
ния лактобацилл (Лактобакагар, ФБУН ГНЦ ПМБ, 
г. Оболенск).

Видовую идентификацию выделенных микроор-
ганизмов проводили с использованием бактерио-
логического автоматического анализатора VITEK 2 
compact (Bio Mérieux, Франция) согласно инструк-
ции производителя.

ДНК бактериальных клеток K. pneumoniae вы-
деляли из взвеси суточной культуры с использо-
ванием набора «Проба-экспресс» (ООО «Синтол», 
Москва) согласно инструкции производителя. 
Наличие гена uge определяли методом полимераз-
ной цепной реакции (ПЦР) с использованием ре-
агентов, праймеров 5’-TCTTCACGCCTTCCTTCACT-3’ 
и 5’-GATCATCCGGTCTCCCTGTA-3’ (ООО «Синтол», 
Москва). Детекцию ПЦР продуктов осуществляли 
в присутствии интеркалирующего красителя SYBR 
Green I в режиме реального времени на амплифи-
каторе IQ5 (Bio Rad, США). В состав реакционной 
смеси для амплификации входили: 2,5х ПЦР бу-
ферБ (KCl, ТрисНCl (pH8.8), 6,25мМ MgCl2), SynTaq 
ДНК-полимераза, дезоксинуклеозидтрифосфаты, 
глицерол, Tween 20; 1 мкл 25мМ MgCl2, 7 мкл dd 
H2O, по 1 мкл каждого праймера и 3,5 мкл образца 
ДНК. Режим амплификации представлен следую-
щим образом: первоначальная денатурация про-
водилась при температуре 95 °C в течение 1 мин, 
затем следовало 30 циклов: денатурация при тем-
пературе 94 °C в течение 15 сек; отжиг праймеров 
при температуре 55 °C в течение 20 сек; элонга-
ция – при температуре 72 °C в течение 30 сек.

Для оценки статистической значимости разли-
чий частоты встречаемости гена uge у штаммов 
Klebsiella pneumoniae использовали критерий χ2 
Пирсона с поправкой Йейтса.

Молекулярное типирование последователь-
ностей нуклеотидов проводили с помощью про-
граммы Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) 
методом сравнительного анализа полученных 
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нуклеотидных последовательностей с депониро-
ванными в международной базе генетической 
информации GenBank, выделенными другими ав-
торами на территории Российской Федерации 
и других стран. Выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей, их филогенетический анализ 
и статистическую обработку полученных данных 
проводили в компьютерной программе Molecular 
Evolutionary Genetics Analysis (MEGA), v. 5.1 [14].

При построении филогенетических деревьев 
использовали алгоритм Neighbor-Joining («бли-
жайшего соседа»). Проведенный молекуляр-
но-генетический анализ включал нуклеотидные 
последовательности, депонированные в GenBank 
под номерами: KP645168, KP645169, KX954838, 
KX954843, KX954844, KX954845, KX954846, 
KX954848, CP030172, CP030877, KY751980, 
KP760052 KX954840, CP031789, KY403947, 
KP760056, CP034778, KX954839, CP026160, 
CP021740, CP030857, KY403949, KY403937, 
KY751977, KJ633804, KX954849, CP035210, 
AB924589, KY751976, KX954847, KP760057 
KP760053, CP000647, KP760054, KP760055, 
KX954851, KX954850.

Эволюционные дистанции между последова-
тельностями рассчитывали согласно двухпараме-
трической модели Kimura. Топологию филограмм 
оценивали на основании анализа 1000 псевдоре-
плик. Различие между кластерами считали досто-
верными, если индекс поддержки в узлах был не 
менее 70.

Результаты и обсуждение
При проведении исследования 66 штаммов 

K. pneumoniae наличие гена uge было обнаруже-
но в 40 бактериальных изолятах (K. pneumoniae 
(uge+)), что составило 60,6%. По данным литера-
туры, частота обнаружения гена uge в штаммах 
K. pneumoniae регистрируется в диапазоне от 80% 
[11,15] до 90% [9,15,16], что выше, чем в настоя-
щем исследовании. Такое отличие в частоте встре-
чаемости гена может быть обусловлено разной 
характеристикой исследуемой выборки. В упомяну-
тых выше исследованиях авторы указывают на то, 
что пробы были получены от пациентов с выра-
женной клинической симптоматикой, характерной 
для нозологических форм инфекционного генеза. 
Следовательно, у этиологически значимых штам-
мов, обладающих повышенным потенциалом ви-
рулентности, частота встречаемости этого гена 
выше. В работе приведены результаты скринин-
говых исследований, проводимых среди пациен-
тов в рамках микробиологического мониторинга 
с целью определения бактериальной структуры 
микроорганизмов, колонизирующих кишечник но-
ворожденного, биоценоза влагалища и выявления 
носителей. Следует отметить, что ген uge был вы-
явлен в 27 из 45 штаммов K. pneumoniae, выде-
ленных от новорожденных детей, что составляет 
60%, и в 13 изолятах из 21, идентифицированных 

в пробах от женщин (61,9%). В ходе проведенно-
го исследования не было обнаружено отличий 
в частоте встречаемости K. pneumoniae (uge+) 
в штаммах, выделенных от новорожденных детей 
и от женщин (р > 0,05).

Гены uge, детектированные в 7 штам-
мах K. pneumoniae, выделенные от паци-
ентов пяти различных отделений, были 
успешно секвенированы (обозначены на фило-
генетическом дереве как отделение № 1–5). 
Полученные нуклеотидные последователь-
ности проанализированы с помощью про-
граммы BLAST. По результатам проведенного 
молекулярно-эволюционного анализа построено 
филогенетическое древо, отражающее степень 
генетического родства обозначенных штаммов 
по гену uge, обеспечивающему синтез фермен-
та уридин-дифосфат-галактуронат-4-эпимеразу, 
участвующего в продукции липополисаха-
рида клеточной стенки грамотрицательных 
бактерий (рис. 1). Изоляты бактериальных штам-
мов распределились по пяти генетическим 
группам – кластерам.

Первый кластер включил штаммы, выделенные 
от пациентов из отделения № 1 и № 4 в феврале 
2019 г. и генетически близкие, идентифицирован-
ные в Китае в 2013 г. и Индии – в 2017 г.

Второй кластер объединил штамм от пациен-
та из отделения № 2 с выделенными в Канаде 
(2019 г.), США (2015 г.), России (г. Оболенск, 2014 г, 
2016 г.).

Третий кластер представлен изолятом, выделен-
ным в отделении № 3 в августе 2019 года и генети-
чески близкими штаммами, выделенными в Китае 
(2014 г.), США (2013 г.) и Индии (2017 г.).

Четвертый кластер состоял из изолятов, вы-
деленных в апреле и марте 2019 г. (отделение 
№ 3 и № 4), имеющих родство с детектированны-
ми в Тайланде (2012 г.), Тайване (2014 г.), США 
(2006 г.).

Пятый кластер представлен штаммом от паци-
ента из отделения № 5 (апрель 2019 г.) генетиче-
ски близким выделенным в России (г. Оболенск, 
2013 г., 2014 г.).

Из представленных данных видно, что нукле-
отидные последовательности анализируемого 
гена гетерогенны, что свидетельствует о генети-
ческом разнообразии анализируемых штаммов 
K. pneumoniae. Отсутствие кластеризации изолятов 
по времени выделения и принадлежности к стаци-
онару исключает наличие у них общих эпидемиче-
ских связей.

Следует также отметить, что ни один из выделен-
ных в ходе настоящего исследования штаммов не 
вошел в кластер, объединяющий последовательно-
сти K. pneumoniae, относящихся к К-1 капсульному 
варианту и характеризующихся повышенной виру-
лентностью для мышей, что было показано в экспе-
рименте, проведенном Лев А. Н. (2018 г.) [17].
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 KP645168 Russia Obolensk 2014

 KP645169 Russia Obolensk 2014

 KX954838 Russia Obolensk 2014

 KX954843 Russia Obolensk 2013

 KX954844 Russia Obolensk 2013
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Рисунок 1. Филогенетическое дерево штаммов Klebsiella pneumoniae, построенное на основе нуклеотидных 
последовательностей гена uge
Figure 1. Phylogenetic tree inferred based on nucleotide sequences the uge gene of Klebsiella pneumoniae strains
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Заключение
Таким образом, проведенный филогенетический 

анализ позволил оценить внутривидовое разно-
образие штаммов K. pneumoniae и сформулировать 
следующий вывод: нуклеотидные последовательно-
сти гена uge, полученные в ходе настоящего иссле-
дования, отличаются от аналогичных, принадлежащих 

гипервирулентным штаммам, что может быть исполь-
зовано для оценки патогенного потенциала выяв-
ляемых в стационарах изолятов и эпидемической 
ситуации в отделениях лечебного учреждения, а также 
для разработки подходов к прогнозу уровня заболе-
ваемости инфекций клебсиеллезной этиологии, осно-
ванных на методах молекулярной эпидемиологии.
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