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Проблема внутрибольничных штаммов



BAckground: Carbapenem resistance



Summary: основные источники новых сиквенс-типов клебсиелл в евразии





Цели и задачи проекта
1. QC данных секвенирования внутрибольничных штаммов Klebsiella pneumoniae 
2. Сборка генома бактерий с использованием референса
3. Оценка пангенома: гены резистентности и вирулентности
4. Анализ плазмид
5. Ответ на вопрос:

Резистентные штаммы проникали в Петербург единожды? Или нет?



Исходные данные: обзор
Исходные данные: 

сырые риды IlluminaMiSeq 22 
больничных штамма разных 
лет.

Обработка:

1. Риды обработаны с 
помощью Trimmomatic

2. Сделаны сборки с 
помощью SPades

3. Качество  сборок 
оценено с помощью QUAST

4. Сборки проаннотированны 
с помощью Prokka

 

 

Происхождение 
штаммов

ND





Исходные данные: распределение по глубине секвенирования

Kpn1053
kpn105

3
18-Nov-20

14
Russia: St. 
Petersburg sputum



Поиск и анализ данных, предобработка KPN1053
Тримминг адаптеров 
Trimmomatic 

Покрытие - 86% (средний геном Klebsiella ~5.5Мб) 
 

NexteraKit 
despair



Сборка: в предыдущей серии



Ну как там ваши сборки?



Сборка: ну вы попробуйте сначала на E. coli



Сборка: чему мы научились
1. Риды, полученные с помощью nextera kit, нужно очень 

аккуратно триммить
2. Применять QUAST к неблизким референсам неинформативно
3. Иногда не стоит бояться misassemblies
4. Жизнь боль
5. Но это не повод останавливаться



Сборка: скучный слайд со статистикой, который всё равно никто не запомнит



Лирическое отступление: считаем coverage по сборкам
1. First approximation:

 (Read number * Read length) / Size of target genome

2. Based on assembly data (k-mer coverage):

∑(Coverage for contig * Contig length) / Assembly length

3. K-mer coverage Ck to “base” coverage C:

C = (Ck*L)/(L-k+1); 

L - read length

https://docs.google.com/document/d/17ghYaUW5rYjvx6TybkrPr4RasTlF-0vDW1LhLn4TCZ4/edit?usp=sharing (ENG)

https://docs.google.com/document/d/1h9FXwmcG9cON4K17d38wPbZaZybbsvnccyJ-So1TsNY/edit?usp=sharing (RUS)

https://docs.google.com/document/d/17ghYaUW5rYjvx6TybkrPr4RasTlF-0vDW1LhLn4TCZ4/edit?usp=sharing
https://docs.google.com/document/d/1h9FXwmcG9cON4K17d38wPbZaZybbsvnccyJ-So1TsNY/edit?usp=sharing


Выбор референса: как определим лучший?

● Будем использовать RefRank 
(Becker et al. 2018)

●



Выбор референса: лучший референс для всех штаммов



Анализ плазмид: кто живёт на наших штаммах

???



Плазмиды: самые популярные плазмиды



Плазмиды: возникшие проблемы
1. Из контигов сложно вычленить одну плазмиду целиком - это 

сильно затрудняет variant calling
2. Variant calling только для гомологичных участков 

(найденных PlasmidFinder) может быть не особо 
информативен. Например, на них вообще может не быть генов 
резистентности/вирулетности.

3. PlasmidSPAdes собирает не все плазмиды, найденных через 
PlasmidFinder (возможно, потому что эти плазмиды не 
повторяются достаточно часто)



Kleborate

https://github.com/katholt/Kleborate



MLST типирование
ST147 - наиболее 
распространённый тип

ST11, ST340 - clonal 
complex (CG) 258, 
распространены в Азии 
(doi: 
10.3389/fmicb.2016.00895)

ST395 - схож с ST11, часто 
распространен вместе с ним
(doi: 
10.1111/1469-0691.12275)



Резистентность: найденные гены

Все штаммы несут гены:

● NDM-1

Metallo-beta-lactamase 
isolated from Klebsiella 
pneumoniae with nearly 
complete resistance to all 
beta-lactam antibiotics

● ParC-80I

Fluoroquinolone resistance 
SNP



Резистентность:гистограмма по генам



Резистентность: классы генов резистентности

Использована база данных резистентности к антибиотикам: McArthur et al. 2013. The 
Comprehensive Antibiotic Resistance Database. Antimicrobial Agents and Chemotherapy, 57, 3348-3357. 
[PMID 23650175]

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23650175


Резистентность: гистограмма по классам



Резистентность: механизмы резистентности

Наиболее часто 
встречающийся механизм 
резистентности - 
инактивация антибиотика



Резистентность: гены резистентности на референсных плазмидах

NB! То, что референсная плазмида несёт ген резистентности != плазмида у штамма обязательно 
несёт тот же ген. Но это повод задуматься.



Вирулетность: aerobactin-типирование
SRR Aerobactin

SRR6480137 iuc1

SRR6480147 iuc1

SRR6480151 iuc1

SRR6480152 iuc1

iuc(1-5) - клоны Klebsiella pneumonie по вирулетным локусам aerobactin. (M. C. Lam, Margaret & Wyres, Kelly & 
Judd, Louise & R. Wick, Ryan & Jenney, Adam & Brisse, Sylvain & E. Holt, Kathryn. (2018). Tracking key virulence loci encoding aerobactin and salmochelin 
siderophore synthesis in Klebsiella pneumoniae. Genome Medicine. 10. 10.1186/s13073-018-0587-5.)

iuc1 - наиболее распространённый клон, найденный на плазмиде KpVP-1.



Вирулетность: yersiniabactin-типирование

SRR Aerobactin

SRR6480138 ybt unknown

SRR6480139 ybt unknown

SRR6480147 ybt unknown

SRR6480148 ybt unknown

SRR6480156 ybt 9; ICEKp3

ybt(1-17) - клоны Klebsiella по 
ICEKp, несущих ybt локус 
yersiniabactin



Вирулетность: virulence scores
The virulence score ranges from 0 to 5:

● 0 = no virulence loci
● 1 = yersiniabactin only
● 2 = yersiniabactin and colibactin, or 

colibactin only
● 3 = aerobactin and/or salmochelin 

only (without yersiniabactin or 
colibactin)

● 4 = aerobactin and/or salmochelin 
with yersiniabactin (without 
colibactin)

● 5 = yersiniabactin, colibactin and 
aerobactin and/or salmochelin

Самый вирулентный штамм - SRR6480147



Серотипы: capsule (K) and O antigen (LPS)
Strain Serotype (K:O) Strain Serotype (K:O)
SRR6480136 KL19:O2v2 SRR6480147 KL2:O1/O2v1

SRR6480137 KL20:O2v1 SRR6480148 KL2:O1/O2v1

SRR6480138 KL39:O1/O2v1 SRR6480149 KL24:O2v1

SRR6480139 KL2:O1v1 SRR6480150 KL19:O2v2

SRR6480140 KL64:O2v1 SRR6480151 KL20:O2v1

SRR6480141 KL64:O2v1 SRR6480152 KL20:O2v1

SRR6480142 KL64:O2v1 SRR6480153 KL19:O2v2

SRR6480143 KL64:O2v1 SRR6480154 KL64:O2v1

SRR6480144 KL64:O2v1 SRR6480155 KL24:O2v1

SRR6480145 KL64:O2v1 SRR6480156 KL17:O1/O2v1

SRR6480146 KL64:O2v1 SRR6480157 KL64:O2v1

Наиболее распространенные серотипы - KL64 и O2v1



Kleborate >> PCA: Данные для аннотации 

wzi, a gene conserved in all capsular types of Klebsiella pneumoniae that codes for an outer 
membrane protein involved in capsule attachment to the cell surface, as a simple and rapid 
method for the prediction of K type. 

ST - Seven housekeeping genes (gapA, infB, mdh, pgi, phoE, rpoB, and tonB)



PCA по результатам SNP-Calling ST CG

395 CG258

340 CG258

147 CG147

11 CG258

101 CG43



Информативность - ?



ParSNP: как соотносятся наши штаммы между собой?

аутгруппа



Phylogeny (SNP-based approach) (tool : parsnp )

ST395

ST11

ST340

ST101

ST147

CG258

CG147

CG43



Что мы сделали за осенний семестр?
1. QC данных секвенирования внутрибольничных штаммов Klebsiella pneumoniae 
2. Сборка генома бактерий с использованием референса
3. Оценка пангенома: гены резистентности и вирулентности
4. Анализ плазмид
5. Ответ на вопрос:

Резистентные штаммы проникали в Петербург единожды? Или нет?

Скорее всего, рано говорить о том, что проникновение резистентных штаммов было 
единственным, даже с учетом того, что не было обнаружено нетипичных (новых) для 
Санкт-Петербурга сиквенс-типов. Для точного ответа на данный вопрос требуется 
дополнительное исследование.  



Спасибо за внимание!



Инст-т Мечникова

Supplementary


