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Цель. Изучить молекулярно-генетические свойства штамма Shigella sonnei-2013, вы
деленного во время вспышки дизентерии в Республике Абхазия в 2013 г. Материалы и 
методы. Генетическое типирование исследуемого штамма осуществляли методом муль- 
тилокусного сиквенс-типирования (MLST). Анализировали нуклеотидные последователь
ности фрагментов 7 консервативных генов «домашнего хозяйства» adk, fumC, icd, mdh, 
purA, recA, gyrB. Секвенированные фрагменты ДНК сравнивали с референсными после
довательностями из базы данных Escherichia coli MLST. Филогенетический анализ про
водили с помощью метода UPGMA и компьютерной программы START 2. Полногеномное 
секвенирование выполняли на генетическом анализаторе Ion Torrent Personal Genome 
Machine (PGM™) с использованием фрагментных библиотек (shot-gun). Картирование 
ридов проводили в программе GS Reference Mapper. Результаты. Определен сиквенс-тип 
исследуемого штамма — ST-152, являющийся одним из распространенных генотипов для 
S. sonnei. Показана высокая степень сходства полученных контигов с последовательностью 
хромосомы и плазмид А, В, С и Е штаммов S. sonnei 53G и S. sonnei Ss046. Выявлены 
контиги с высоким процентом сходства с последовательностью плазмиды вирулентности 
p026-Vir штамма Е. coli 0 2 6 :H li (Н30). В геноме штамма S. sonnei-2013 обнаружены 
нуклеотидные последовательности 136 генов, расположенных на плазмиде p026-Vir 
штамма Е. coli 026:Н11 (Н30). Обнаружены гены, контролирующие биосинтез пилей IV 
типа, участвующих в адгезии к абиотическим поверхностям и формировании биопленки. 
Заключение. Выявлены структурные особенности штамма, обусловленные наличием 
фрагментов плазмиды вирулентности p026-Vir штамма Е. coli 026:Н 11 (НЗО).
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Aim. Study of molecular-genetic properties of Shigella sonnei-2013 strain isolated during the 
outbreak in dysentery in the republic Abkhazia in 2013. Materials and methods. Genetic typing of 
the tested strains using multilocus sequence typing (MLST). Analyzed of nucleotide sequence 
fragments 7 of conservative «housekeeping» genes adk, fumC, icd, mdh, purA, recA, gyrB. 
Sequenced o f DNA fragments compared with reference sequences from database of Escherichia 
coli MLST. Phylogenetic analysis was performed using UPGMA method and computer program 
START 2. Whole-genome sequencing performed on a genetic analyzer Ion Torrent Personal 
Genome Machine (PGM™) using fragment libraries (shot-gun). Aligning reads have been carried 
out with the program GS Reference Mapper. Results. Defined sequence — type of the studied 
strain — ST-152, one o f the most common genotypes for S. sonnei. Demonstrated the high degree 
of similarity obtained contig to the sequences o f the chromosome and plasmids А, В, С и E strains 
S. sonnei 53G and S. sonnei Ss046. Identified contigs with a high percentage similarity to the se
quence of virulence plasmid p026-Vir of E. coli 026:H 11 (H30). In the genomic S. sonnei-2013 
revealed nucleotide sequence o f 136 genes were found located on the p026-Vir strain of E. coli
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026:Н11 (НЗО). Discovered genes controlling biosynthesis of type IV pili involved in adhesion to 
abiotic surfaces and biofilm formation. Conclusion. Identified structural peculiarities of strain 
induced by fragments of virulence plasmid p026-Vir strain E. coli 026:H 11 (H30).
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В В Е Д Е Н И Е

В конце ноября 2013 г. в г. Ткуарчал была зафиксирована вспышка кишеч
ной инфекции. Всего с 24.11.2013 г. по 20.12.2013 г. зарегистрировано 1260 
больных, в том числе 390 детей в возрасте до 14 лет и 870 взрослых. Причиной 
вспышки было бактериальное загрязнение водозабора на р. Геджирке, являю
щейся источником питьевого водоснабжения для города. Результаты лабора
торных исследований показали, что этиологическим фактором заболевания 
явилась Shigella sonnei. Особенностью вспышки была реализация водного 
пути передачи инфекции, как правило, не являющегося основным для S. 
sonnei.

Цель работы — изучить молекулярно-генетические свойства штамма 
Shigella sonnei-2013, выделенного во время вспышки дизентерии в Республике 
Абхазия в 2013 г.

М А Т Е Р И А Л Ы  И МЕТОДЫ

Выделение и исследование возбудителя шигеллеза проводили в соответ
ствии с [2], определение чувствительности выделенных штаммов шигелл к 
антибактериальным препаратам — в соответствии с [1].

Генетическое типирование исследуемого штамма осуществляли методом 
мультилокусного сиквенс-типирования (MLST). Анализировали нуклеотид
ные последовательности фрагментов 7 консервативных генов «домашнего 
хозяйства»: adk — adenylate kinase, fumC — fumarate hydratase, gyrB — DNA 
gyrase, icd — isocitrate/isopropylmalate dehydrogenase, mdh — malate dehydro
genase, purA — adenylosuccinate dehydrogenase, recA — ATP/GTP binding motif. 
Секвенированные фрагменты ДНК сравнивали с референсными значениями 
из базы данных Е. coli MLST, доступной на сайте http://mlst.ucc.ie, и исполь
зовали для проведения филогенетического анализа.

Полногеномное секвенирование выполняли на генетическом анализаторе 
Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM™) с использованием соответ
ствующих фрагментных библиотек (shot-gun). Выделение ДНК штаммов для 
получения геномных библиотек проводили с использованием набора для вы
деления геномной ДНК бактерий ChargeSwitch gDNA Mini Bacteria Kit 
(«Invitrogen», США) в соответствии с протоколом производителя. При сборке 
контигов (фрагментов геномной последовательности) и определении их вза
имного расположения использовали программу Newbler Assembler 2.9 (454 Life 
Science).

Достоверность наличия целевого фрагмента в геноме оценивали, анали
зируя специфичность картирования ридов на референсную последователь
ность плазмиды вирулентности p026-Vir штамма Е. coli 026, депонированную 
в базе данных NCBI (FJ 386569).

Специфичным считали картирование, при котором наблюдается равно
мерное покрытие ридами более 90% референсной последовательности. При

73



этом различия консенсусной и референсной нуклеотидных последователь
ностей генов-мишеней не должны превышать 3%. Картирование ридов про
водили в программе GS Reference Mapper.

РЕЗУЛЬТАТЫ И О Б С У Ж Д Е Н И Е

Этиологическим агентом эпидемической вспышки ОКИ в г. Ткуарчал 
была S. sonnei (штамм S. sonnei-2013) с типичными морфологическими и био
химическими свойствами.

Изоляты S.sonnei-2013 чувствительны к антибактериальным препаратам: 
левомицетину, ципрофлоксацину, ломефлоксацину, цефотаксиму, цефтриак- 
сону, фуразолидону и дизентерийному бактериофагу.

Проведено мультилокусное сиквенс-типирование исследуемого штамма. 
Установлены аллельные типы исследуемых генов: adk — 11, fumC — 63, icd 
— 7, mdh — 14, purA — 7, recA — 7, gyrB — 7, нуклеотидные замены на иссле
дуемых локусах не выявлены. В результате анализа определен сиквенс-тип 
исследуемого штамма — ST-152, один из распространенных генотипов для 
S. sonnei [3]. Штаммы с ST-152 были выделены в Германии в 2009 г. и в Китае 
в 2009 — 2010 гг. Данные о российских штаммах шигелл в базе данных Е. coli 
MLST отсутствуют. В соответствии с полученными сведениями, с помощью 
метода UPGMA и компьютерной программы START 2 построена дендрограм
ма, отображающая степень филогенетического родства штаммов рода Shigella 
(рис.).

Геном исследованного штамма S. sonnei-2013 представлен 410 контигами 
общим размером 4 471 773 п.н. Сравнение контигов с базой нуклетидных по
следовательностей NT проводили с помощью ресурса BLASTn (htt://blast. 
ncbi.nlm.nih.gov). Анализ показал высокую степень сходства (99%) получен
ных контигов с последовательностью хромосомы и плазмид А, В, С и Е штам
мов S. sonnei 53G и S. sonnei Ss046. Однако были выявлены контиги с высоким 
процентом сходства с последовательностью плазмиды вирулентности p026-Vir 
штамма Е. coli 026:Н11 (Н30).

Е. coli 026:Н11 штамм Н30 впервые описан в 1977 году Konowalchuk J. et 
al. [6] и отнесен к шига-токсинпродуцирующим штаммам (STEC), являющим-
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ся актуальной проблемой общественного здравоохранения во многих странах 
мира. Штаммы группы STEC могут вызывать заболевания с различными кли
ническими проявлениями: от колита и гемоколита без внекишечных ослож
нений до «геморрагического» колита с развитием гемолитико-уремического 
синдрома [4, 7, 10].

Штамм Е. coli 026:Н11 (Н30) содержит 6 плазмид, наибольшая из них — 
p026-Vir размером 168 kb включает 196 генов, ряд транспозонов и вставочных 
элементов. Плазмида состоит из двух регионов. Первый включает гены виру
лентности, второй — гены переноса и гены, регулирующие биосинтез пилей 
IV типа. Вирулентный регион плазмиды p026-Vir включает ген toxB, ген се- 
рин-протеазы espP, каталазы-пероксидазы katP и кластер гемолизина (hlyA-D). 
Регион, содержащий гены переноса, состоит из генов traL-traV протяженно
стью 111,774 — 134,889 Ьр [9]. Регион, контролирующий биосинтез пилей IV 
типа, состоит из 10 тесно связанных между собой генов (pilL-pilV) [8].

С целью выявления генов плазмиды p026-Vir штамма Е. coli 026:Н 11 (Н30) 
в геноме штамма S. sonnei-2013 проведено картирование ридов на специфич
ные нуклеотидные последовательности генов плазмиды p026-Vir штамма Е. 
coli 026.-Н11 (ИЗО).

В геноме штамма S. sonnei-2013 обнаружены нуклеотидные последователь
ности 136 генов, расположенных на плазмиде p026-Vir штамма Е. coli 026: Н 11 
(ИЗО), из них 74 с предполагаемыми функциями и 62 с известными. К послед
ним относятся 14 генов, расположенных в tra кластере (гены переноса traL- 
traW) и 10 генов, регулирующих биосинтез пилей IVтипа (pilL-pilV) (табл.), и 
38 генов, отвечающих за репликацию, транскипцию, трансляцию, конъюга
цию, стабилизацию плазмиды и другие функции. Покрытие всех выявленных 
локусов ридами является специфичным, риды картировались на 100 % длины 
референсных последовательностей генов-мишеней.

Следует отметить, что в геноме S. sonnei-2013 отсутствуют гены toxB, espP, 
katP, hlyA-D, входящие в вирулентный регион плазмиды p026-Vir, но имеют
ся гены, регулирующие биосинтез пилей IV типа (pilL-pilV). Пили IV типа 
присутствуют у некоторых патогенных бактерий (энтеротоксигенных, энте- 
ропатогенных, энтероаггрегативных Е. coli) и являются одним из факторов 
патогенности, обеспечивающим прикрепление к клеткам кишечного эпителия. 
Пили IV участвуют в адгезии 
к абиотическим поверхностям 
и формировании биопленки
[5].

Анализ результатов сек- 
венирования показал высо
кую степень сходства нуклео
тидной последовательности 
хромосомной ДНК с последо
вательностями ранее секве- 
нированных штаммов, опу
бликованными в базе данных 
GeneBank. В связи с этим, 
результаты MLST-типиро- 
вания, основанного на секве- 
нировании участков хромо
сомных генов, не позволили 
выявить значительные отли

Гены плазмиды p026-Vir штамма Е. coli 026:Н11 (HЗО), 
выявленные в геноме S. sonnei-2013

Наименование целевого участка
Число специ

фично картиро
ванных ридов

% от общего 
числа картиро
ванных ридов

Гены Тга кластера
L, J, V, L, М, N, О, Р, Q, R, S, Т, U, W 30 172 60,0

Гены, регулирующие биосинтез пилей IV типа
pilN 3628 7,2
pilV 3505 7,0
pilR 2948 5,9
pilO 2427 4,8
pilU 1481 2,9
pilS 1468 2,9
pilL 1345 2,7
pilT 1235 2,5
pilP 998 2,0
pilM 862 1,7
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чия данного штамма от ранее описанных. При анализе данных полногеном
ного секвенирования выявлены структурные особенности генома — наличие 
фрагментов плазмиды вирулентности p026-Vir Е. coli (ИЗО), обусловивших 
отличительные особенности штамма.
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АНАЛИЗ ИНФЕКЦИЙ НИЖНИХ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ С ИССЛЕДОВА
НИЕМ МИКРОБНОГО ПЕЙЗАЖА МАТЕРИАЛА У ВИЧ-ИНФИЦИРОВАН
НЫХ ПАЦИЕНТОВ

‘Омский государственный медицинский университет, 2Инфекционная клиническая 
больница № 1, Омск

Цель. Изучение частоты, характеристики инфекций нижних дыхательных путей и 
результатов микробиологических исследований биоматериала у ВИЧ-инфицированных 
пациентов. Материалы и методы. Использовались материалы Инфекционной клинической 
больницы № 1 г. Омск за 5 лет (2012 — 2016). Результаты. Из пролеченных 1926 ВИЧ- 
инфицированных инфекции нижних дыхательных путей встретились у 538 пациентов. На 
долю бактериальных пневмоний приходилось 45,2%, летальность при которых составила 
18,1%. Был проведен анализ результатов микробиологических исследований биомате
риалов у ВИЧ-инфицированных пациентов. Из мокроты наиболее часто выделялись 
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecalis и другие микроорганиз
мы. Частой находкой в биоматериале были Streptococcus viridans и грибы рода Candida.
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