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Применение масс-спектрометрии 
для выявления и идентификации 
патогенных микроорганизмов 
и биотоксинов

М асс-спектрометрия выяв-
ляет микробиологические 

патогены на уровне рода в 
97–99% случаев и на уровне 
вида – в 85–97%. Особо следует 
отметить поиск факторов пато-
генности в отсутствие микроор-
ганизмов, их синтезировавших 
(токсины и микотоксины), а 
также прионов и рицина (или 
ему подобных). В случае белко-
вых токсинов, которые действу-
ют как ферменты (ботулиниче-
ские всех типов, летальный фактор сибирской язвы, рицин и т.п.), могут быть использованы 
синтетические или клонированные и экспрессированные субстраты, по деструкции которых 
достаточно эффективно можно определять их наличие в образцах от больных или заражен-
ных животных. Так, в большинстве случаев ботулизма разных типов (за исключением А) 
чувствительность MALDI TOF-анализа сопоставима с чувствительностью мышиной модели.

В случае небольших молекул, таких как микотоксины, либо прионов необходимо приме-
нять высокоаффинные молекулы, например антитела или аптамеры. Принципы определения 
взаимодействия антител (аптамеров) с микотоксинами или прионами могут быть самыми 
разнообразными – от иммуноферментного анализа и до иммуноаптамерной полимеразной 
цепной реакции (амплификационный анализ является самым высокочувствительным). 

Важнейшая проблема определения спектра резистентности патогенных микроорганизмов 
к лекарственным средствам также может быть успешно решена с использованием время-
пролетной масс-спектрометрии (MALDI-TOF MS) с помощью анализа масс-спектров опреде-
ленных микроорганизмов на наличие характерных паттернов резистентности, анализа инду-
цируемым бактериями гидролиза бета-лактамовых антибиотиков по изменению их массы 
после 30–180-минутной инкубации, определения аминокислотных остатков с меткой ста-
бильными изотопами при росте бактерий в среде с антибиотиком, анализа бактериального 
роста в присутствии и отсутствии антибиотиков с использованием внутренних стандартов.

Золотым стандартным методом обнаружения активного ботулинического нейротоксина 
является постановка биопробы на животных. Для быстрого выявления и дифференциации 
ботулотоксинов был разработан аппаратурный метод на основе использования масс-
спектрометра Bruker MALDI-TOF MS Biotyper. Этот прибор широко применяется в российских 
лабораториях для идентификации выделенных культур. При прямом сравнение метода с 
биопробными мышами и использования масс-спектрометра Bruker MALDI для определения 
чувствительности анализа при выявлении ботулотоксинов A, B, E, и F в эквивалентных кон-
центрациях было показано, что для ботулотоксинов B, E и F чувствительность масс-
спектрометрического анализа была эквивалентной или лучше, чем при постановке биопро-
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бы с разными значениями LD50. Ботулотоксин A был обнаружен в биопробе в более низких 
концентрациях, чем при масс-спектрометрии. При проведении сравнительных испытаний 
клинических образцов метод масс-спектрометрии быстро выявляет активность ботулотокси-
на и его серотипы в полном соответствии с результатами биопробы. Все это говорит о том, 
что анализ MS может генерировать надежные быстрые результаты, устраняя при этом не-
обходимость тестирования на животных.

Еще одним патогенным биологическим агентом, имеющим значение в биологической 
безопасности, является рицин – высокотоксичный белок, который вызывает гибель клеток, 
блокируя синтез белка. Оперативное обнаружение малых концентраций токсина рицина в 
различных средах является актуальной и в то же время достаточно сложной задачей. 
Появились сообщения о выявлении активности рицина на основе in vitro MALDI TOF MS, 
который обнаруживает токсин посредством депуринирования синтетического субстрата, 
специально разработанного для этих целей, оптимизации условий реакции и подготовкой 
образца. При этом рицин связывается со специфическими поликлональными антителами, 
полученными из гипериммунной сыворотки с последующим гидролизом комплекса антиген–
антитело. Наличие рицина определяется в дальнейшем с помощью выявления уникального 
продукта расщепления синтетических олигомерных субстратов в масс-спектрометрическом 
анализе. Выявление депуринированного субстрата было усилено с помощью более эффек-
тивного РНК-субстрата и оптимизации буферных компонентов, рН и температуры реакции, 
а также параметров самой масс-спектрометрии. Таким способом был достигнут предел об-
наружения токсина, растворенного в молоке, равный 0,2 нг/мл, что превышает чувствитель-
ность традиционных методов более чем на два порядка. Эти разработки свидетельствуют о 
том, что масс-спектрометрия является одним из наиболее перспективных методов индика-
ции опасных токсинов в биологических жидкостях. 

Что касается практического использования, то MALDI-TOF MS является современным 
экспресс-методом детекции и в некоторых случаях дифференциации микроорганизмов дает 
возможность анализировать белковые экстракты микробной клетки, что существенно повы-
шает возможности лабораторной диагностики и производительность труда в лабораториях. 
Чувствительность метода MALDI-TOF MS для разных бактериальных патогенов составляет 
от 103 до 106 микробных клеток в миллилитре, что позволяет проводить индикацию и иден-
тификацию микроорганизмов. В настоящее время использование MALDI-TOF MS в лабора-
торной диагностике осуществляется путем сравнения полученных белковых профилей с 
базой данных референтных масс-спектров. Многие российские лаборатории оснащены ти-
повыми приборами BioTyper (Bruker), которые широко используются для идентификации. 
База данных спектров в этих приборах достаточно широка, но охватывает из патогенных 
микроорганизмов только бактерии III–IV групп патогенности по национальной классифика-
ции и большое количество известных условно-патогенных и непатогенных бактерий. Это 
существенно затрудняет использование метода для решения оперативных вопросов в рам-
ках санитарно-эпидемиологического надзора и биологической безопасности. Группой науч-
ных институтов Роспотребнадзора под эгидой РосНИПЧИ «Микроб» был создан банк масс-
спектрометрических данных опасных бактерий I–II групп патогенности, позволяющий иден-
тифицировать такие возбудители с использованием данного типа приборов. Это стало воз-
можным благодаря тому, что данные приборы представляют собой системы открытого типа, 
базы данных которых могут быть дополнены новыми спектрами. Эта база данных внедрена 
в практическую работу научных институтов, осуществляющих функции центров индикации и 
диагностики в федеральных округах страны. В развитии этого направления в Ставропольском 
НИПЧИ проведен цикл работ по межвидовой дифференциации возбудителя бруцеллеза, для 
чего была создана электронная база референтных масс-спектров штаммов возбудителя 
бруцеллеза для идентификации и дифференциации изолятов Brucella melitensis, B. abortus, 
B. suis, B. ovis, B. neotomae, B. сanis. Также впервые показана возможность выявления спе-
цифичных маркеров возбудителя бруцеллеза в крови больных с острой формой заболевания 
методом MALDI-TOF MS без этапа выделения чистой культуры. Кроме того, на таком доста-
точно рутинном приборе (по сравнении с новейшими масс-спектрометрами высокого раз-
решения) удалось показать в некоторых случаях и штаммовые различия внутри одного вида 
бруцелл.
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Все это говорит о высокой перспективности метода масс-спектрометрии для выявления и 
дифференциации патогенных бактерий.

Важность развития этого метода диагностики состоит в том, что он может эффективно 
использоваться в схемах выявления и дифференциации новых и вновь проявляющихся па-
тогенов, когда для прогнозирующих программ важны множественные данные о свойствах 
выделенного возбудителя. В этой связи в разрабатываемый ГНЦ ПМБ (Оболенск) 
«Национальный интерактивный каталог патогенных микроорганизмов и биотоксинов» будут 
включены в раздел свойств патогена, как признак дифференциации, данные о масс-
спектрометрических свойствах. Это позволит существенно расширить возможности поис-
ковой системы каталога при выявлении и определении территориальной приуроченности 
(происхождения) патогена, а также использовать эти данные в сочетании с другими для 
определения в образце совершенного нового возбудителя опасного заболевания.

Наибольшую озабоченность вызывает отсутствие собственных приборов для масс-
спектрометрического анализа в России, хотя именно здесь 30–40 лет назад были разрабо-
таны основные подходы к использованию масс-спектрометрии для диагностики и даже соз-
даны действующие лабораторные образцы. В последнее время наметились некоторые тен-
денции в создании таких отечественных приборов в рамках обеспечения технологической 
независимости, и наиболее рациональным представляется создание компактных масс-
спектрометрических идентификаторов, использующих российские базы данных микроорга-
низмов и токсинов, которыми могут быть оснащены практические клинико-диагностические 
лаборатории.

Для крупных научных учреждений, осуществляющих референтные функции, являющихся 
центрами индикации и диагностики патогенных биологических агентов, осуществляющих 
фундаментальные исследования в области молекулярных взаимодействий «патоген–хозя-
ин» и прикладные разработки новых диагностических, профилактических и терапевтических 
средств, необходимо оснащение высокочувствительными прецизионными масс-
спектрометрами, позволяющими автоматически подтверждать последовательность амино-
кислот в белке путем картирования пептидов, определять основные и второстепенные про-
дукты реакций с высокой чувствительностью, автоматически количественно выявлять значи-
мые интактные белки моноклональных антител, дифференцировать ключевые гликопепти-
ды, анализировать белки клетки-хозяина, идентифицировать определенные токсины биоло-
гического происхождения в тканях макроорганизма и др.

Таким образом, развитие масс-спектрометрии является важным направлением в обеспе-
чении биологической безопасности страны, обеспечивая эффективность клинико-
диагностической деятельности, существенное повышение интенсивности и качества науч-
ных разработок по созданию новых средств диагностики, профилактики и лечения опасных 
инфекционных болезней.

Директор ФБУН «Государственный научный центр  
прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора,  

академик РАН И.А.Дятлов 
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М икроорганизмы рода Klebsiella являются одними из 
наиболее распространенных возбудителей нозокоми-

альных инфекций [1] и входят в группу ESKAPE-патогенов – 
микроорганизмов, ассоциированных с повышенной анти-
биотикорезистентностью и представляющих собой серьез-
ную проблему для здравоохранения [2, 3].

Традиционно представителей рода относят к условно-
патогенным бактериям, однако данные микроорганизмы 
могут вызывать целый ряд различных инфекционных забо-
леваний: инфекции мочевыводящих и дыхательных путей, 
инфекции кожи и мягких тканей, острые кишечные инфек-
ции и инфекции мочевых путей, септицемии и т.д. [4, 5]. 
Штаммы Klebsiella spp., устойчивые к антимикробным пре-
паратам (АМП), представляют серьезную проблему для 
практического здравоохранения [6, 7] и отнесены ВОЗ к 
группе возбудителей с «критически высоким уровнем прио-
ритетности» [8]. Для инфекций, вызванных микроорганизма-
ми рода Klebsiella, характерно тяжелое течение заболева-
ний. При инфекциях кровотока в течение месяца погибает 
20% больных [9], а при нозокомиальных пневмониях – 50% 
[10].

Высокий уровень антибиотикорезистентности, а также 
способность штаммов Klebsiella spp. вызывать внутриболь-
ничные вспышки свидетельствуют о необходимости получе-
ния информации о чувствительности клинического изолята 
в кратчайшие сроки для проведения адекватного этиотроп-
ного лечения [11, 12].

В настоящее время наиболее оптимальным методом для 
рутинной идентификации микроорганизмов рода Klebsiella 
является MALDI-TOF (Matrix-assisted laser desorption ionization 
time-offlight – времяпролетная лазерная десорбционная иони-
зация, ассоциированная с матрицей) масс -спектрометрия, 
которая позволяет проводить типирование штаммов, относя-
щихся к различным филогенетическим группам [13–15]. 

С помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии можно осу-
ществлять анализ различных биополимеров: протеинов, 
липидов, нуклеиновых кислот, полисахаридов, входящих в 
состав бактериальной клетки. Большинство таких клеточ-
ных компонентов обладают уникальными спектральными 
характеристиками, которые позволяют идентифицировать 

их в качестве маркеров, что является причиной интереса 
медицинской микробиологии к данной технологии [16]. 
MALDI-TOF позволяет осуществлять не только видовую 
идентификацию микроорганизмов, но и определять чув-
ствительность культуры к АМП, а также выявлять факторы 
патогенности [16].

Цель исследования: оценка возможности использования 
MALDI-TOF масс-спектрометрии для прогнозирования устой-
чивости Klebsiella spp. к различным АМП.

Материалы и методы

В ходе выполнения работы исследовали 195 клинических 
изолятов Klebsiella spp., которые были выделены из проб 
биологического материала от госпитализированных пациен-
тов медицинских учреждений Санкт-Петербурга. 
Идентификацию данных изолятов до вида осуществляли 
при помощи MALDI-TOF MS с использованием спектрометра 
«Microflex LRF» и программного обеспечения «Biotyper RTC» 
(Bruker Daltonik, Германия). Значения Score ≥2,0 использова-
ли в качестве критерия надежной видовой идентификации.

Определение чувствительности клинических изолятов к 
АМП проводили диско-диффузионным методом в соответ-
ствии с клиническими рекомендациями «Определение чув-
ствительности микроорганизмов к антимикробным препара-
там» (версия 2018-03) на среде агар Мюллера–Хинтон 
(«Himedia», Индия). Клинические категории чувствительно-
сти исследуемых изолятов определяли в соответствии с ре-
комендациями EUCAST раздела «Breakpoint tables for 
interpretation of MICs and zone diameters» (версия 10.0, с 
01.01.2020) и российскими клиническими рекомендациями 
«Определение чувствительности микроорганизмов к анти-
микробным препаратам» (версия 2018-03). 

В ходе определения чувствительности изолятов использо-
вали 19 АМП, принадлежащих к следующим классам анти-
биотиков: аминогликозиды, хинолоны, бета-лактамы, в том 
числе пенициллины, цефалоспорины, карбапенемы.

Для определения связи между кластерами была проведе-
на иерархическая кластеризация полученных спектров с 
использованием алгоритма попарного арифметического 

Рис. 1. Кластеризация штаммов на основе спектров.
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среднего (UPGMA). В работе использовали коэффициент 
корреляции Пирсона между переменными значениями ин-
тенсивности пиков в спектральных профилях в качестве 
меры расстояния между отдельными масс-спектрами.

Кластерный анализ и построение дендрограмм осущест-
вляли с использованием инструментов MALDI «Biotyper 
RTC» 3.1 («Bruker Daltonik», Германия), «BioNumerics 6.6» 
(«Applied Maths», Бельгия), языка программирования «R».

Результаты и обсуждение

По результатам масс-спектрометрии штаммов Klebsiella 
spp. проведен кластерный анализ методом невзвешенного 
попарного среднего (UPGMA). 

Как видно из рис. 1, масс-спектры штаммов сформирова-
ли 4 крупных кластера, разделенных на более мелкие. При 

этом штаммы, схожие по признаку чувствительности к АМП, 
объединились в группу только в случае кластера А, который 
включал штаммы, резистентные ко всем исследуемым АМП, 
и кластера Б, включившего чувствительные штаммы (рас-
стояние между кластерами – 0,65). 

Группы, полученные в результате кластеризации, также 
проведенной методом невзвешенного попарного среднего 
(UPGMA) по признаку чувствительности к АМП (рис. 2), не 
были идентичны группам, кластеризованным по спектраль-
ным характеристикам. Причина различий заключалась в 
том, что кластеризация осуществляется по всем участкам 
спектра, а не только по тем, которые могут быть связаны с 
устойчивостью микроорганизма к АМП. Таким образом, 
предсказать антибиотикорезистентость только на основа-
нии кластеризации «сырых спектров» («raw spectra») ис-
следуемых штаммов не представляется возможным.

Рис. 2. Кластеризация штаммов на основании антибиотикочувствительности.

Рис. 3. Масс-спектры чувствительного штамма Klebsiella spp., полученные с участков с различными концентрациями антибиотика. 

Рис. 4. Масс-спектры резистентного штамма Klebsiella spp., полученные с участков с различными концентрациями антибиотика.



Определение чувствительности к антимикробным препаратам микроорганизмов рода Klebsiella методом MALDI-TOF MS

11

Прогнозирование наличия какого-либо признака иссле-
дуемого изолята по масс-спектру возможно только при на-
хождении «маркерных пиков» – участков спектра, достовер-
но связанных с данным признаком (в нашем случае признак 
–чувствительность к АМП). Мы предлагаем алгоритм поиска 
наиболее вероятных участков расположения маркерных 
пиков, состоящий из следующих этапов:

1. Выделение на полученных масс-спектрах тех участков, 
которые могут быть связаны с дискриминантным признаком, 
то есть признаком, на основании которого делается вывод о 
принадлежности штамма к какой-либо группе. В нашем ис-
следовании дискриминантным признаком являлась устойчи-
вость микроорганизмов к АМП, поэтому мы исследовали 
резистентные штаммы.

2. Сравнение масс-спектров штаммов, обладающих дис-
криминантным признаком, со штаммами, которые не обла-
дают данным признаком.

3. Сопоставление найденных на втором этапе различий с 
участками, с наибольшей вероятностью связанными с дис-
криминантным признаком (по результатам, полученным на 
первом этапе). Выделение достоверно различных участков, 
совпадающих с местами наиболее вероятного расположе-
ния дискриминантного признака на масс-спектре. На этих 
участках расположение маркерных пиков представляется 
наиболее вероятным.

4. Проверка достоверности связи найденных пиков с ан-
тибиотикочувствительностью штаммов. 

Для проверки предложенного алгоритма на первом этапе 
исследования провели сравнение спектров микробных куль-
тур, выращенных при различных концентрациях АМП, с 
целью выявления участков спектра, в которых с наибольшей 
вероятностью располагаются пики, отвечающие за проявле-
ние антибиотикорезистентности.

На чашку Петри с питательной средой, засеянную иссле-
дуемой культурой микроорганизма (Klebsiella spp.), помеща-
ли диск с меропенемом, для которого осуществляли поиск 
маркеров резистентности. После инкубации культуры при 
37°С в течение 24 ч отбирали пробу культуры в трех точках 
с различными концентрациями АМП: C1 – максимальная 
концентрация АМП в питательной среде (культура отобрана 
на границе зоны роста), С3 – минимальная концентрация 
АМП (культура отобрана у внутреннего края чашки Петри), 
С2 – промежуточная концентрация (культура отобрана посе-
редине между двумя предыдущими точками).

Далее проводили сравнение трех масс-спектров для чув-

ствительного и резистентного штаммов Klebsiella spp., по-
лученных при исследовании микроорганизмов, взятых с 
участков среды с различной концентрацией АМП (рис. 3, 4).

При сопоставлении масс-спектров чувствительного и ре-
зистентного штаммов исключили совпадающие области 
(предположительно ответственные за неспецифические ме-
ханизмы устойчивости). В итоге получили только те области, 
которые представляют наибольший интерес для поиска мар-
керов резистентности (рис. 5).

Применение метода MALDI-TOF масс-спектрометрии для 
определения чувствительности к АМП, а именно для поиска 
маркеров резистентности, в настоящее время рассмотрено 
лишь в единичных работах, и пока не создано технологий его 
практического рутинного применения [18]. Описано примене-
ние MALDI-TOF MS для быстрого обнаружения поринов у 
Klebsiella spp. [19]. Авторы этой работы исследовали 5 
карбапенем-чувствительных штаммов и 7 штаммов, устойчи-
вых к карбапенемам. Белки внешней мембраны (OMP) экс-
трагировали и анализировали с помощью электрофореза 
белков в полиакриламидном геле в присутствии додецил-
сульфата натрия по Лэммли (SDS-PAGE) и затем с помощью 
MALDI-TOF MS. Предположено, что пик примерно с m/z = 
16кДа является 2H+-ионом моноизотопного пика 32 кДа, 
идентифицированного с помощью SDS-PAGE как белок 
OMP. 

Методом MALDI-TOF масс-спектрометрии определена 
карбапенемазная активность бактерий порядка 
Enterobacterales при помощи идентификации соединений 
карбапенемов и продуктов их распада [20]. Важнейшим 
преимуществом данной технологии являлась возможность 
определения активности бактериальных ферментов в от-
ношении конкретной группы АМП, например β-лактамных 
антибиотиков [18]. Обнаружение маркеров резистентности 
к антибиотикам упрощается путем выделения участков 
спектра с наибольшей вероятностью их расположения с по-
мощью предлагаемой методики выявления дискриминант-
ных пиков.

Заключение

Таким образом, одновременно с идентификацией микро-
организмов при помощи MALDI-TOF масс-спектрометрии 
становится возможным прогнозирование чувствительности 
полученного изолята к АМП. Предлагаемый метод поиска 
дискриминантных пиков в перспективе может быть исполь-

Рис. 5. Наиболее вероятные области локализации пиков, ответственных за резистентность к АМП.
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зован для выявления маркеров, ответственных за рези-
стентность микроорганизма к АМП. Перспектива использо-
вания результатов исследования состоит в сокращении 
времени исследования биологического материала от паци-
ента и определения чувствительности к АМП выделенного 
микроорганизма.
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Прототип мультиплексной ПЦР-тест-системы 
для дифференциации сибиреязвенного 
микроба от близкородственных бацилл
И.В.Бахтеева1, В.В.Каптелова2, Г.М.Титарева1, Т.Б.Кравченко1, Ю.О.Гончарова1, К.В.Хлопова1, 
В.С.Тимофеев1 

1ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация;
2ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии», Москва, Российская Федерация

Bacillus anthracis – грамположительная спорообразующая бактерия, способная вызывать сибирскую язву, особо опас-
ное заболевание теплокровных животных. Индикация B. anthracis и дифференциация этого патогена от близкород-
ственных бацилл зачастую осложняется высокой степенью их родства, что приводит к схожести генетических и фено-
типических признаков. В данной работе мы предлагаем набор олигонуклеотидных праймеров и TaqMan-зондов для 
детекции трех видоспецифических для B. anthracis хромосомных локусов в мультиплексной полимеразной цепной 
реакции. Предлагаемый набор олигонуклеотидов позволяет с высокой степенью достоверности идентифицировать 
B. anthracis без оглядки на плазмидный профиль штамма и дифференцировать B. anthracis от близкородственных 
микроорганизмов, даже обладающих атипичными генетическими свойствами.
Ключевые слова: Bacillus anthracis, ПЦР, видовая диагностика 
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мультиплексной ПЦР-тест-системы для дифференциации сибиреязвенного микроба от близкородственных бацилл. Бактериология. 2020; 5(3): 
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С ибирская язва – особо опасное заболевание животных 
и человека, вызываемое грамположительной споро- 

образующей бактерией Bacillus anthracis. Главным образом 
оно распространено среди копытных млекопитающих, но 
может поражать и других теплокровных животных, в том 
числе и человека. В настоящее время сибирская язва редка 
в большинстве развитых стран [1] и представляет собой про-
блему преимущественно для субсахарской Африки и некото-
рых регионов Азии [2–4]. Но еще недавно, вплоть до разра-
ботки противосибиреязвенных вакцин, внедрения массовой 
вакцинации сельскохозяйственных животных и контактиру-
ющих с ними людей и санитарно-эпидемиологических пра-
вил по предотвращению распространения заболеваний, эта 
болезнь была широко распространена по всему цивилизо-
ванному миру, как минимум в регионах, где практикуют 
крупностадное скотоводство.

Благодаря высокой сохранности эндоспор B. anthracis в 
почве старые почвенные очаги (места гибели животных от 
сибирской язвы и места их захоронения) могут представ-
лять эпидемическую опасность даже спустя многие десяти-
летия. Они могут активизироваться вследствие тех или 
иных геологических и климатических процессов – локально-
го потепления, движения почвы, подъема грунтовых вод – 
или же при ошибках санитарного надзора, таких как отмена 
вакцинации сельскохозяйственных животных. Благодаря 
этому вспышки сибирской язвы время от времени происхо-
дят даже в развитых странах, в регионах, где это заболева-
ние не встречалось десятилетиями [4–6]. Поэтому вопрос 
быстрой и точной диагностики сибирской язвы и идентифи-
кации B. anthracis в клинических и полевых образцах оста-
ется актуальным и для благополучных по сибирской язве 
стран. Но идентификация этого микроорганизма во многом 
затрудняется его таксономическим положением. B. anthracis 
является членом группы Bacillus cereus sensu lato или 
Bacillus cereus complex, которая также включает другие 
виды бацилл: B. cereus, B. thuringiensis, B. mycoides, 
B. pseudomycoides, B. weihenstephanensis. Ключевая осо-
бенность этой группы видов – очень высокая степень гене-
тической близости между ними, которая позволяет считать 
их генетическими вариантами одного вида [7]. Кроме того, 
высокое генетическое сходство облегчает горизонтальную 
передачу генов в рамках всей группы, даже через межвидо-
вой барьер. По результатам некоторых исследований [8], 
более четверти исследованных геномов B. cereus sensu lato 
несут следы межвидового горизонтального переноса 
генов – фрагменты ДНК близкородственных микроорганиз-
мов. Генетическая схожесть видов B. cereus sensu lato и 
высокий шанс присутствия в геноме тестируемого штамма 
генов другого вида затрудняет индикацию отдельных видов 
из этой группы и дифференциацию видов между собой как 
молекулярно-генетическими, так и традиционными 
культурально-микробиологическими методами. Но все же, 
несмотря на указанные сложности, к настоящему моменту 
разработан ряд методов индикации B. anthracis. Из них наи-
больший интерес для практического применения представ-
ляет идентификация методом полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР), так как этот метод высокочувствительный, бы-
стрый и, что немаловажно, не требует работы с живыми 
культурами возбудителей, что позволяет проводить анализ 

даже лабораториям, не оборудованным для работы с пато-
генными микроорганизмами.

Большинство разработанных, лицензированных и ком-
мерчески доступных ПЦР-тест-систем для идентификации 
сибиреязвенного микроба используют в качестве генов-
мишеней уникальные маркеры, кодирующие сибиреязвен-
ный токсин и капсулу и локализованные на плазмидах виру-
лентности pXO1 и pXO2 соответственно. Эти плазмиды 
считаются видоспецифичными для B. anthracis, именно бла-
годаря им B. anthracis способен вызывать сибирскую язву, и 
их наличие в исследуемом материале однозначно сигнали-
зирует о присутствии эпидемически значимого штамма, без 
оглядки на особенности его таксономического положения, 
чего более чем достаточно для нужд клинической диагно-
стики.

Но существуют изоляты B. anthracis, утерявшие эти плаз-
миды [9–14]. В частности, B. anthracis теряет плазмиды при 
развитии в почве [15]. В этом случае утеря плазмид только 
частью популяции в пределах одного почвенного очага при 
использовании ПЦР-тестов, нацеленных на выявление плаз-
мидных маркеров, может привести к ложноотрицательным 
результатам анализа на B. anthracis. Но при этом в почвен-
ном очаге, из которого была отобрана анализируемая 
проба, могут сохраняться клетки, сохранившие исходный 
плазмидный профиль и, соответственно, вирулентность. И 
это может привести к вспышке заболевания при вовлечении 
данного очага, признанного по результатам исследований 
эпидемиологически безопасным, в сферу хозяйственной 
деятельности [9, 16].

Кроме того, существуют штаммы B. cereus, обладающие 
pXO-подобными плазмидами, или гомологами генов плаз-
миды pXO2 в гетерологичных плазмидах [10]. Очевидно, что 
такие штаммы по результатам ПЦР-анализа наличия плаз-
мид рХО1 и рХО2 могут быть отнесены к виду B. anthracis, 
несмотря на несопоставимо меньшую эпидемическую опас-
ность, как минимум для людей и сельскохозяйственных жи-
вотных.

Таким образом, несмотря на всю привлекательность идеи 
использования в качества ПЦР-мишеней плазмид рХО1 и 
рХО2, этот подход может оказаться недостаточным, особен-
но когда речь идет не о клинической диагностике, а об ис-
следовании почвенных образцов или микроорганизмов с 
нетипичным плазмидным профилем и/или спорным таксоно-
мическим положением. В этих случаях исследователи вы-
нуждены использовать хромосомные ПЦР-маркеры. 

В целом ряде исследований в качестве хромосомных ми-
шеней для ПЦР-детекции сибиреязвенного микроба приме-
нялись ДНК-маркеры, используемые для генотипирования 
B. anthracis, например тандемный повтор vrrA [17–19], ген 
AC-390 [20] и локус SG-850/749 [21], локусы BA813 [22–29], 
BA5510 [30], гены bclB [31], sap [32], saspB [33, 34] и sspE [35, 
36], гены спорового белка B-типа (smallacid-solublespo-
reprotein – SASP), белка гликозилтрансферазной группы [37, 
38], гомолога абгидролазы [24], профаговые регионы [23] – 
BA5345 [39], BA5357 [40] и PL3 [41], видоспецифичные одно-
нуклеотидные замены (SNP) в маркерах, общих для всех или 
нескольких видов из группы B. cereus sensu lato, например 
SNP в генах rpoB [22, 42–45], gyrA [46–48], gyrB [49, 50], plcR 
[51, 52], purA [53], а также некоторые регионы рибосомаль-
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ной ДНК [21, 54, 55] и другие мишени. Но в этом случае при-
ходится сталкиваться с упомянутыми выше генетической 
мономорфностью B. cereus sensu lato и легкостью горизон-
тального генетического переноса в рамках этой группы, за-
трудняющими дифференциацию отдельных видов в рамках 
всей группы. В этой ситуации для повышения достоверности 
результатов ПЦР-анализа можно использовать два подхода: 
1) использование ПЦР-мишеней с наименьшей вероятно-
стью ложноположительных и ложноотрицательных результа-
тов, то есть наибольшей видоспецифичностью; 2) использо-
вание нескольких ПЦР-мишеней для их одновременной де-
текции в одной мультиплексной реакции. Лучшим решением 
является объединение этих двух подходов, то есть одновре-
менное детектирование нескольких высокоспецифичных 
ПЦР-мишеней.

Цель данной работы – представить результаты разра-
ботки и испытания мультиплексной ПЦР-тест-системы для 
выявления сибиреязвенного микроба и его дифференциа-
ции от близкородственных бацилл, включающей три хромо-
сомных маркера с высокой специфичностью.

Материалы и методы

Бактериальные штаммы. В работе использовано 
130 штаммов B. anthracis и 20 штаммов близкородственных 
микроорганизмов – 10 штаммов B. cereus, 2 штамма 
B. cereus bv. anthracoid, 1 штамм B. licheniformis, 1 штамм 
B. megaterium, 3 штамма B. subtilis, 3 штамма B. thuringiensis 
(табл. 1).

Среды и условия культивирования. Бациллярные штам-
мы выращивали при температуре 37°С на плотной питатель-
ной среде LB Broth; Miller (Luria-Bertani) (Amresco, США). 

Анализ in silico. Поиск нуклеотидных и аминокислотных 
последовательностей проводили с использованием баз дан-
ных, доступных на информационном портале NCBI (www.
ncbi.nlm.nih.gov). Поиск аналогов целевых генов проводился 
с помощью алгоритма BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi). Множественное выравнивание нуклеотидных по-
следовательностей, дизайн олигонуклеотидных праймеров 
и зондов, расчет их температур плавления, трансляция in 
silico, анализ расположения на хромосоме исследуемых 
генов и их гомологов, а также их фрагментов проводились с 
помощью пакета программ Vector NTI 10.0.1. (Invitrogen 
Corporation). Для анализа in silico было использовано 133 ан-
нотированных генома бациллярных штаммов, депонирован-
ных в GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).

Выделение нуклеиновых кислот. Препараты тотальной 
ДНК из бактерий получали с помощью набора реагентов 
GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kits (Sigma-Aldrich, США). 
Все манипуляции проводились согласно инструкциям произ-
водителя. 

Полимеразная цепная реакция. ПЦР проводили с помо-
щью амплификатора c оптическим ПЦР-модулем CFX96 
(Bio-Rad Laboratories, Inc, USA), с использованием «2,5-крат-
ной реакционной смеси для проведения ПЦР-РВ в присут-
ствии красителя SYBR Green I» и «2,5-кратной реакционной 
смеси для проведения ПЦР-РВ» (Синтол, Россия, Москва). 

Состав реакционной смеси: «2,5-кратная реакционная 
смесь для проведения ПЦР-РВ в присутствии красителя 

SYBR Green I» или «2,5-кратная реакционная смесь для про-
ведения ПЦР-РВ» – 10 мкл, 25мМ раствор МgCl2 – 2,5 мкл, 
праймеры – по 10 пкМоль, ТaqMan-зонды – по 5 пкМоль, 
Н2О – до 25 мкл.

Детекцию продуктов амплификации проводили по кана-
лам FAM/SYBR, HEX, ROX. Положительным результатом 
анализа считали пробы, которые детектировались до 35-го 
цикла. Оптимизацию температурного профиля реакции про-
водили с использованием температурного градиента на 
стадии гибридизации, с шагом 1°С. Оптимальной темпера-
турой считали ту, при которой кривые амплификации на 
стадии экспоненциального нарастания сигнала в большей 
степени приближались к идеальной кривой, описываемой 
уравнением Nn = N02n,

где n – номер цикла реакции; N0 – количество целевых 
молекул в начале реакции (на первом цикле); Nn – количе-
ство продуктов реакции на цикле n; 2 – коэффициент эф-
фективности идеальной ПЦР, отражающий удвоение коли-
чества продуктов реакции в каждом последующем цикле. 

Оптимальный режим амплификации для индивидуальных 
ПЦР: 95°С – 5 мин; 35 циклов: 95°С – 30 с, 60°С – 30 с, 72°С – 
30 с, считывание флуоресценции по каналу SYBR.

Оптимальный режим амплификации для мультиплексной 
ПЦР: 95°С – 5 мин; 35 циклов: 95°С – 30 с, 67°С – 30 с, счи-
тывание флуоресценции по каналам FAM, ROX, HEX.

При необходимости продукты реакции разделяли элек-
трофорезом в 1,5%-м агарозном геле («Sigma» США) в 
1хТАЕ-буфере (Трис-ацетат 0,04 M, ЭДТА 0,002 M, pH 8,0), с 
последующим окрашиванием бромистым этидием (100 мг/л) 
и детекцией с использованием трансиллюминатора ECX-
15.L при длине волны 365 нм (Vilber Lourmat, Франция). 

Олигонуклеотидные праймеры и зонды (табл. 2, 3) были 
синтезированы ЗАО «Синтол» (Москва, Россия).

Результаты и обсуждение

Подбор ПЦР-мишеней
Первым этапом работы являлся выбор генов-мишеней, 

наиболее видоспецифичных для B. anthracis. Современные 
аппаратные платформы для ПЦР в реальном времени по-
зволяют проводить учет по нескольким оптическим каналам 
и тем самым дают возможность детектировать в одной муль-
типлексной реакции несколько мишеней одновременно. Но 
при этом, хотя на рынке широко представлены амплифика-
торы, позволяющие детектировать флуоресценцию по 5 и 
даже 6 оптическим каналам, для некоторых распространен-
ных амплификаторов (например, «LightCycler 96» производ-
ства Roche, Швейцария) количество одновременно считы-
ваемых каналов ограничено четырьмя. Кроме того, при 
разработке прототипа ПЦР-тест-системы один из каналов 
желательно использовать не для детекции специфической 
мишени, а для постановки внутреннего контроля (обычно 
для этого вносят в реакционную смесь ДНК-матрицу, него-
мологичную целевым мишеням, и комплементарные этой 
матрице олигонуклеотиды – праймеры и флуоресцентно 
меченный зонд, наличие сигнала по соответствующему ка-
налу свидетельствует о работоспособности ПЦР-смеси даже 
при отсутствии амплификации целевых локусов). Поэтому, 
имея в виду возможность работы на 4-канальных амплифи-
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Таблица 1. Штаммы, использованные в работе

№ п/п Вид Штамм № п/п Вид Штамм № п/п Вид Штамм

1 B. anthracis 24 51 B. anthracis 157(В-1107) 101 B. anthracis 71/12

2 B. anthracis 30 52 B. anthracis 174(3v) 102 B. anthracis 73/42

3 B. anthracis 41 53 B. anthracis 174ст(3-706) 103 B. anthracis 737/10

4 B. anthracis 42 54 B. anthracis 17JB 104 B. anthracis 8(2099)

5 B. anthracis 44 55 B. anthracis 191(11-51) 105 B. anthracis 81(638)

6 B. anthracis 63 56 B. anthracis 193(11-52) 106 B. anthracis 81/1

7 B. anthracis 228 57 B. anthracis 219/6 107 B. anthracis 819/5

8 B. anthracis 357 58 B. anthracis 25/71 108 B. anthracis 820/11

9 B. anthracis 358 59 B. anthracis 272/103-Д 109 B. anthracis 822/7

10 B. anthracis 1173 60 B. anthracis 28/83 110 B. anthracis 827/43

11 B. anthracis 1175 61 B. anthracis 283/3002 111 B. anthracis 837/1922

12 B. anthracis 1177 62 B. anthracis 298/22 112 B. anthracis 888/73

13 B. anthracis 1179 63 B. anthracis 300/31 113 B. anthracis 914/213

14 B. anthracis 1183 64 B. anthracis 331/214 114 B. anthracis 940/16

15 B. anthracis 1184 65 B. anthracis 34(738) 115 B. anthracis M164

16 B. anthracis 1187 66 B. anthracis 34F2 (Sterne) 116 B. anthracis А-2/3.54

17 B. anthracis 1189 67 B. anthracis 35(1529) 117 B. anthracis А-204

18 B. anthracis 1191 68 B. anthracis 367/17 118 B. anthracis А-205

19 B. anthracis 1198 69 B. anthracis 388/1 119 B. anthracis А-206

20 B. anthracis 1199 70 B. anthracis 401/109 120 B. anthracis А-211

21 B. anthracis 1207 71 B. anthracis 427/618 121 B. anthracis И-271

22 B. anthracis 1214 72 B. anthracis 46/27 122 B. anthracis И-29

23 B. anthracis 1259 73 B. anthracis 47/28 123 B. anthracis И-362

24 B. anthracis 1261 74 B. anthracis 48/29 124 B. anthracis И-363

25 B. anthracis 1264 75 B. anthracis 49/30 125 B. anthracis И-364

26 B. anthracis 1265 76 B. anthracis 5(Тула) 126 B. anthracis И-366

27 B. anthracis 1266 77 B. anthracis 50/31 127 B. anthracis М-29(М-1)

28 B. anthracis 1269 78 B. anthracis 513/1 128 B. anthracis М-71-R

29 B. anthracis 1273 79 B. anthracis 52/33 129 B. anthracis М-71-S

30 B. anthracis 1284 80 B. anthracis 531/17 130 B. anthracis СТИ-1

31 B. anthracis 1286 81 B. anthracis 537/38 131 B. cereus 55

32 B. anthracis 1298 82 B. anthracis 54(Ч-7) 132 B. cereus 56

33 B. anthracis 8189 83 B. anthracis 542/151 133 B. cereus 57

34 B. anthracis 05.янв 84 B. anthracis 546/714 134 B. cereus 164

35 B. anthracis 53169 85 B. anthracis 555/288 135 B. cereus 1070

36 B. anthracis 53170 86 B. anthracis 560/258 136 B. cereus 5832

37 B. anthracis 1(#14) 87 B. anthracis 566/762 137 B. cereus 9634

38 B. anthracis 1(СО) 88 B. anthracis 57/25(СТ-57) 138 B. cereus 10702

39 B. anthracis 10(38 Калуга) 89 B. anthracis 57/38 139 B. cereus 504 (B-1447)

40 B. anthracis 1020/11 90 B. anthracis 582/532 140 B. cereus bv. anthracoid 212

41 B. anthracis 1020/213 91 B. anthracis 589/47 141 B. cereus bv. anthracoid 6691

42 B. anthracis 1038/311 92 B. anthracis 592/10 142 B. cereus bv. anthracoid Dakkar

43 B. anthracis 1051(35) 93 B. anthracis 596/9 143 B. licheniformis B-1411

44 B. anthracis 1055/38 94 B. anthracis 61(1017) 144 B. megaterium B-1435

45 B. anthracis 1056/51 95 B. anthracis 611/76-91 145 B. subtilis 168

46 B. anthracis 11(1940) 96 B. anthracis 614/1 146 B. subtilis B-1405

47 B. anthracis 1168/6-102 97 B. anthracis 63/112 147 B. subtilis niger

48 B. anthracis 13/39 98 B. anthracis 644/268 148 B. thuringiensis 214

49 B. anthracis 15(1345) 99 B. anthracis 68/12 149 B. thuringiensis 1373

50 B. anthracis 15/47 100 B. anthracis 7(992) 150 B. thuringiensis g7566
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каторах и необходимость зарезервировать один канал из 
четырех для внутреннего контроля амплификации, мы вы-
нуждены ограничиться лишь тремя ПЦР-мишенями. Столь 
небольшое число мишеней только подчеркивает необходи-
мость выбора в их качестве наиболее видоспецифических 
для B. anthracis локусов. 

Мы далеко не первые, кто поставил перед собой подоб-
ную задачу, поэтому у нас была возможность учесть резуль-
таты, полученные другими исследователями. Например, до-
статочно полный анализ специфичности хромосомных не-
однонуклеотидных маркеров был проведен в работе Agren J. 
et al. [56], авторами которой было выявлено, что из широкого 
спектра потенциальных ПЦР-мишеней лишь профаговые 
локусы BA5345 [39, 57], PL3 [41] и BA5357 [40] обладали не-
обходимой специфичностью. Последовательности прайме-
ров/зондов к указанным локусам показали идеальную гомо-
логию со всеми геномами B. anthracis и низкий уровень го-
мологии с геномами B. thuringiensis и B. cereus, включая 
штаммы, филогенетически тесно связанные с B. anthracis. 
Из однонуклеотидных маркеров только нонсенс-мутация 
(640G→T) глобального регулятора транскрипции факторов 
вирулентности plcR оказалась видоспецифичной для 
B. anthracis [51]. Исходя из результатов этих работ, мы вы-
брали первыми двумя ПЦР-мишенями профаговый регион 
BA5345 и ген plcR. В качестве третьей мишени мы выбрали 
ген белка-рецептора диагностического фага Gamma, пред-
ложенный нами ранее для ПЦР-идентификации сибиреяз-
венного микроба и показавший достаточно высокую специ-
фичность [58].

Профаговый регион Ba5357. Проведенный нами BLAST-
анализ показал, что в геномах близкородственных бацилл 
данный локус или даже сколько-либо протяженные участки 
с аналогичными последовательностями отсутствуют. Это 
дало нам возможность сконструировать пару видоспеци-
фичных для B. anthracis праймеров и флуоресцентно мечен-
ный зонд, комплементарные данному локусу, указанные в 
табл. 2, 3. 

Регулятор транскрипции PlcR. Экспрессия многих генов 
у B. cereus и B. thuringiensis, в том числе их факторов пато-
генности, находится под контролем регулятора транскрип-
ции PlcR [59]. У B. anthracis PlcR инактивирован в результа-
те мутации 640G→T гена plcR, приводящей к замене трипле-
та GAA на стоп-кодон TAA [60]. Хоть эта мутация и видоспе-
цифична, использование ее в качестве ПЦР-мишени не 
распространено, в первую очередь из-за технических слож-

ностей, возникающих при детекции однонуклеотидных 
замен. Действительно, некомплементарность лишь одного 
нуклеотида обычно недостаточно снижает эффективность 
гибридизации олигонуклеотида с матрицей и эффектив-
ность последующей амплификации. Поэтому зачастую для 
детекции SNP используют конкурентную ПЦР, при которой 
за связывание с матрицей, содержащей SNP конкурируют 
два олигонуклеотида, 3’-концевой нуклеотид которых ком-
плементарен одному из аллельных состояний SNP. Для 
определения того, с каким из этих олигонуклеотидов более 
эффективно происходит гибридизация матричной ДНК, то 
есть какая аллель в ней присутствует, эти олигонуклеотиды 
метят, например, разными флуоресцентными метками, или 
один из них метят GC-богатой последовательностью на 5’-
конце, и определяют сравнительную эффективность вклю-
чения этих двух олигонуклеотидов в ПЦР по соответствую-
щему оптическому каналу амплификатора или по кривым 
плавления продукта амплификации. В любом случае такой 
подход для детекции однонуклеотидной замены не позволя-
ет использовать ее как мишень для мультиплексной ПЦР. 
Для того, чтобы обойти это ограничение, мы сконструирова-
ли прямой праймер, 3’-концевой нуклеотид которого ком-
плементарен видоспецифичной для B. anthracis мутации и в 
последовательность которого мы дополнительно ввели ис-
кусственную замену А→С в -3-положении с 3’-конца, неком-
плементарную ни одному из аллелей гена plcR, доступных в 
GenBank, в расчете на то, что некомплементарные нуклео-
тиды в положениях 1 и 3 с 3’-конца праймера помешают 
Taq-полимеразе эффективно связаться с димером праймер-
матрицы и начать элонгацию [61] в случае, когда матрицей 
выступает ДНК неантрацидных видов бацилл. Для повыше-
ния расчетной температуры отжига праймера были замене-
ны два 5’-концевых нуклеотида с AA на GC. В итоге прямой 
видоспецифический праймер имел последовательность 
GCGCATTATACTTGGACAATCAATACGCAT. Обратный прай-
мер и зонд не имели в последовательности видоспецифиче-
ских участков (табл. 2, 3).

Рецептор фага Gamma. Чувствительность к фагу γ 
(Gamma) является одним из методов дифференциации 
B. anthracis от других близкородственных микроорганизмов. 
Davison et al. установили, что рецептором для фага Gamma 
является белок BA3367, содержащий LPXTG-мотив, который 
с помощью сортазы А (SrtA) ковалентно связан с пептидными 
компонентами пептидогликанового слоя клеточной стенки 
[62]. Проведенное нами множественное выравнивание после-

Таблица 2. Последовательности праймеров

Ген-мишень Последовательность прямого праймера 5’→3’ Последовательность обратного праймера 5’→3’

γ Phage Receptor GCGAATACAGTACATATTACGTTTGCTGAACAAG ACAAAGCGGAAAACAACAACATCTCCAG

Ba 5357 CACCCCAGCGGAACATGGG GTAGTCACGCCATGACTTGATGTGATG

PlcR GCGCATTATACTTGGACAATCAATACGCAT CGAAAAAGAAGTAAGCTTTTTCGTAAGCATC

Таблица 3. Последовательности зондов

Ген-мишень Последовательность зонда 5’→3’ Флуоресцентная метка

γ Phage Receptor AGCCCCGGCCATTAAGCCATCAATG FAM

Ba 5357 TGTCATTGACCGAGACGCTGGGCA ROX

PlcR TCTGCTCTATCACACTCTAGCTTTTCTAGGCATTCAACT HEX
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довательностей гена, кодирующего белок BA3367, и его го-
мологов выявило у всех штаммов B. anthracis трех нуклеотид-
ную инсерцию 97AAG101. Благодаря этой особенности при 
трансляции in silico белок BA3367 получает в своей последо-
вательности дополнительный остаток глутаминовой кислоты 
в положении 33, рамка считывания сохраняется [58].

Данная инсерция является удобной ПЦР-мишенью. Нами 
был сконструирован прямой праймер, три 3’-концевые ну-
клеотида, которые комплементарны выявленной инсерции. 
Дополнительно для повышения специфичности была введе-
на искусственная некомплементарная замена G→С в поло-
жении 4 с 3’-конца. Таким образом, этот праймер, даже ги-
бридизируясь с ДНК неантрацидных бацилл, не сможет 
стать точкой начала элонгации для Taq-полимеразы из-за 
некомплементарности сразу четырех 3’-концевых нуклеоти-
дов [61]. Обратный праймер и зонд были комплементарны 
региону, не имеющему видоспецифических отличий, специ-
фичность ПЦР-реакции при этом должна достигаться только 
за счет одного праймера. 

Проверка специфичности разработанных 
олигонуклеотидов

Специфичность сконструированных олигонуклеотидов 
проверялась двухэтапно. На первом этапе на тестовой пане-
ли штаммов (табл. 1) проверялись только праймеры к каж-
дому локусу, попарно, в индивидуальных реакциях с учетом 
результатов ПЦР по кривой флуоресценции с использовани-
ем интеркалирующего красителя SYBR Green и последую-
щим электрофоретическим разделением продуктов реак-
ции. По результатам этого этапа испытаний: 1) праймеры к 
Ba5357 абсолютно специфичны, ложноположительных и 
ложноотрицательных результатов ПЦР не было зарегистри-
ровано; 2) праймеры к plcR срабатывают положительно на 
всех исследованных штаммах B. anthracis. Из близкород-
ственных бацилл ПЦР-положительным оказался единствен-
ный штамм B. cereus 164; 3) праймеры к BA3367 (рецептор 
фага Gamma) срабатывают положительно на ДНК всех ис-
следованных штаммах B. anthracis, но также и на ДНК трех 
штаммов B. thuringiensis. Таким образом, из 150 тест-
штаммов для 4 мы получили ложный результат определения 
видовой принадлежности, при этом ложноположительный 
результат наблюдался для каждого такого штамма по ре-
зультатам лишь одной реакции из трех. 

На следующем этапе проверка специфичности проводи-
лась в мультиплексой реакции, когда реакционная смесь 
содержала праймеры и зонды ко всем трем локусам (табл. 3). 
Четвертый канал (Cy5) остался неиспользованным, в даль-
нейшем его можно использовать для детекции результатов 
амплификации внутреннего контрольного образца. 

Все штаммы B. anthracis были ПЦР-положительными по 
всем трем использованным каналам. Количество ложнопо-
ложительных ответов с ДНК неантрацидных бацилл умень-
шилось. 

Так, не регистрировались положительные сигналы по ка-
налу FAM, по которому считывался результат амплификации 
с праймерами и зондами к локусу BA3367 (рецептор фага 
Gamma) в реакциях с ДНК B. thuringiensis. В то же время мы 
регистрировали положительный сигнал по каналу HEX (ви-

доспецифическая мутация в гене plcR) в реакции с ДНК 
B. cereus 164. По всей видимости, в случае с праймерами к 
BA3367 мы имеем дело с неполной комплементарностью 
3’-концевого региона праймера матрице ДНК B. thuringiensis, 
которая, даже снижая эффективность индивидуальной ПЦР, 
не приводит к полной остановке реакции. В условиях муль-
типлексной ПЦР повышение концентрации олигонуклеоти-
дов (в нашем случае в 3,75 раза) при сохранении концентра-
ций других компонентов реакционной смеси приводит к из-
менению параметров гибридизации олигонуклеотидов с ма-
тричной ДНК и между собой, а также к возникновению кон-
куренции индивидуальных ПЦР за связывание димеров 
праймер-матричной ДНК с полимеразой и за доступные 
dNTP. Эти факторы в совокупности могут снижать эффек-
тивность каждой из индивидуальных реакций в мультиплек-
се и, в результате, приводить к полному ингибированию ре-
акции при неполной комплементарности праймера и матри-
цы, в нашем случае – видоспецифического праймера к ре-
цептору фага Gamma и ДНК B. thuringiensis. Что касается 
сохранения положительного результата в реакции с прайме-
рами к plcR и ДНК B. cereus 164 даже в условиях мульти-
плексной реакции, то это, скорее всего, говорит о наличии у 
штамма 164 мутации в данном гене, идентичной мутации у 
B. anthracis. Учитывая указанную выше генетическую моно-
морфность группы видов B. cereus sensu lato и распростра-
ненность горизонтального генетического переноса в рамках 
этой группы, этот факт не выглядит невозможным. Более 
того, положительный результат ПЦР с использованием прай-
меров к генетической мишени, которая считается высоко-
специфичной для B. anthracis [20], только подчеркивает важ-
ность использования в генодиагностике сибиреязвенного 
микроба более чем одного локуса-мишени, будь то в инди-
видуальных или же в мультиплексных ПЦР. 

Не получив на исследуемой выборке из 150 штаммов 
(табл. 1) ложноотрицательных результатов и получив ложно-
положительный результат лишь для одного штамма по одно-
му из трех оптических каналов, мы можем сделать вывод, 
что положительный результат, фиксируемый в предлагае-
мой нами мультиплексной ПЦР по всем трем оптическим 
каналам, говорит о принадлежности исследуемого штамма 
к B. anthracis, а положительный результат по одному каналу 
говорит о принадлежности штамма к неантрацидным бацил-
лам. В то же время мы не можем четко регламентировать 
интерпретацию результатов в гипотетических спорных слу-
чаях, таких как положительный результат по двум каналам 
из трех. Но, пусть даже несколько спекулятивно экстраполи-
руя наши результаты, мы можем утверждать, что исследуе-
мый штамм в такой ситуации можно если и не отнести безо-
говорочно к B. anthracis, то счесть атипичным штаммом 
группы видов B. cereus sensu lato, который требует более 
полного изучения с использованием широкого спектра гене-
тических и фенотипических методов определения его видо-
вой принадлежности и эпидемической опасности. 

Заключение

Таким образом, нами был разработан набор олигонуклео-
тидов, являющийся прототипом мультиплексной ПЦР-тест-
системы для дифференциации сибиреязвенного микроба от 
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близкородственных бацилл. Использование в качестве ПЦР-
мишеней только хромосомных маркеров позволяет досто-
верно идентифицировать бесплазмидные изоляты B. anthacis, 
что достаточно важно при анализе штаммов, выделяемых из 
старых почвенных очагов, либо штаммов, утерявших плаз-
миды в процессе культивирования и множественных пересе-
вов на питательных средах в лабораторных условиях, а 
также нетипичных штаммов B. anthacis, обладающих РХО-
подобными плазмидами. Использование сразу трех ПЦР-
мишеней, две из которых на данный момент признаны наи-
более видоспецифичными для B. anthacis, позволяет снизить 
риск ложноположительных и ложноотрицательных результа-
тов до минимума даже в гипотетическом случае определения 
видовой принадлежности атипичных штаммов B. cereus 
sensu lato. Несмотря на некоторую избыточность предлагае-
мого нами набора олигонуклеотидов для нужд клинической 
диагностики и невозможность определения с его помощью 
плазмидного профиля штамма, важного для медицины и ве-
теринарии, он может оказаться небесполезным для лабора-
торий, занимающихся коллекционной деятельностью и изу-
чающих экологию и эпидемиологию патогенных бацилл, в 
том числе и B. anthacis, в полевых условиях.
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Бактерии и человеческая ДНК на рисунках Леонардо да Винчи 

Команда ученых из Австрии и Италии посредством геном-
ного подхода Nanopore обнаружила, что на работах худож-
ника преобладают сообщества бактерий Gammaproteobacteria 
отряда Pseudomonadales. По-видимому, часть микроорга-
низмов была занесена реставраторами, а часть – очень 
давно мухами. Обнаружено также большое количество че-
ловеческой ДНК. 

Обнаруженные микроорганизмы не связаны с их геогра-
фическим происхождением (Корсинская библиотека Рима).

Полагают, что новый подход будет перспективен для соз-
дания аналога отпечатка пальца для каждого рисунка.

Piñar G. et al. The Microbiome of Leonardo da Vinci’s 
Drawings: A Bio-Archive of Their History.

Front Microbiol. 2020;11:593401.
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Биологические свойства и молекулярно-
генетическая характеристика штаммов 
чумного микроба, циркулирующих 
в песчаночьих природных очагах чумы 
Республики Казахстан
З.Ж.Абдел, Т.В.Мека-Меченко, А.А.Абдирасилова, Р.С.Мусагалиева, Ж.С.Далибаев, Э.Ж.Бегимбаева, 
И.Б.Утепова, А.М.Матжанова, Д.Т.Есимсеит, Б.З.Абделиев, А.К.Рысбекова, А.К.Касенова, А.К.Умарова

Республиканское государственное предприятие на правах хозяйственного ведения «Национальный научный 
центр особо опасных инфекций им. М.Айкимбаева» Министерства здравоохранения Республики Казахстан, 
Алматы, Республика Казахстан

Начиная с 2010 г. в 8 из 14 автономных очагов Центральноазиатского очага чумы Казахстана установлено активное 
течение эпизоотии с выделением возбудителя чумы от носителей и переносчиков. В процессе проведения паспорти-
зации ландшафтно-эпизоотологического районирования природных очагов чумы Казахстана необходимо было учиты-
вать параметры изменчивости главного компонента паразитарной системы – чумного микроба. 
Цель исследования. Изучение фенотипических и генетических свойств штаммов чумного микроба, выделенных в 
природных песчаночьих очагах чумы Казахстана.
Материалы и методы. В работе использованы 1196 штаммов Yersinia pestis, изолированные за последние 10 лет 
(2010–2019 гг.) из природных песчаночьих очагов чумы, паспорта штаммов, литературные источники, данные по 
паспортизации очагов чумы Казахстана. Изучение штаммов проводились бактериологическими, серологическими и 
молекулярно-генетическими методами.
Результаты. Проведены паспортизация и типизация территорий песчаночьих очагов чумы с учетом фенотипических 
и молекулярно-генетических свойств штаммов Y. pestis, выделенных из 12 автономных очагов Центральноазиатского 
очага чумы Казахстана в 2010–2019 гг. По результатам изучения были выявлены 84 атипичных штамма. В результате 
анализа среди исследованных штаммов выявлено 18 генотипов, из них 13 (72,2%) уникальных. Остальные 5 генотипов 
сформировали 5 кластеров, объединяющих 20 штаммов (60,6%), и все штаммы филогенетически отнесены к пред-
ставителям биовара Mediaevalis.
Ключевые слова: чумной микроб, очаги чумы, фенотипические свойства, молекулярно-генетические свойства
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П ри выборе критериев типизации территорий природ-
ных очагов и при проведении паспортизации 

ландшафтно-эпизоотологического районирования природ-
ных очагов чумы Казахстана нами были использованы дан-
ные об особенностях видового спектра носителей и пере-
носчиков, а также учитывались параметры изменчивости 
главного компонента паразитарной системы – чумного 
микроба (Yersinia pestis).

Существование природных очагов чумы обуславливает 
необходимость систематического контроля за степенью их 
активности и характером эпизоотического проявления, с уче-
том изучения экологии, генотипической и фенотипической 
изменчивости Y. pestis [1–3]. Без этих данных невозможно 
осуществление эффективного эпидемиологического надзора 
и предупреждение заболеваемости людей чумой. 

Начиная с 2010 г. в 8 из 14 автономных очагов Центрально- 
азиатского очага чумы Казахстана установлено активное те-
чение эпизоотии с выделением возбудителя чумы от носите-
лей и переносчиков: Приаральско-Каракумском, Северо-При-
аральском, Таукумском, Мойынкумском, Прибалхашском, 
Илийском межгорном, Бетпакдалинском и Предустюртском. 

Лабораториями противочумных станций Республики 
Казахстан в 2010–2019 гг. на энзоотичной территории было 
выделено всего 1578 штаммов чумного микроба. Важно от-
метить, что 63% культур изолированы от переносчиков, что 
увеличивало риск заражения людей в природных очагах этой 
инфекции.

В настоящее время нашим научным центром для типиро-
вания Y. pestis применяются как фенотипические, так и гене-
тические методы [4, 5]. В основу фенотипических методов 
положены питательные потребности, способность ферменти-
ровать различные субстраты и вирулентность для различных 
видов животных [6, 7]. 

В настоящее время широко применяется генетическое ти-
пирование штаммов Y. pestis с помощью различных методов 
[8–12]. С помощью методов молекулярного типирования 
можно получить специфические характеристики отдельных 
штаммов микроорганизмов, которые при расследовании 
вспышек инфекционных заболеваний позволяют установить 
различия между клонально родственными (эпидемическими) 
и не родственными (спорадическими) штаммами, реконстру-

ировать пути распространения инфекции, определить ее ис-
точник [7].

К настоящему времени накопился значительный научный 
материал по основным носителям (большая песчанка), пере-
носчикам и биологическим свойствам штаммов из различных 
очагов чумы Казахстана, что используется при паспортиза-
ции очагов [13–16]. 

Сложившаяся обстановка диктует необходимость изуче-
ния современного состояния природных очагов чумы, вклю-
чая фенотипические и молекулярно-генетические свойства 
циркулирующих штаммов, для проведения паспортизации и 
типизации территорий песчаночьих природных автономных 
очагов Центральноазиатского очага чумы Казахстана. 

Цель исследования – изучение фенотипических и генети-
ческих свойств штаммов чумного микроба, выделенных в 
природных песчаночьих очагах чумы Казахстана. 

Материалы и методы

Для проведения работ использованы 1196 штаммов 
Y. pestis, изолированных за последние 10 лет (2010–2019 гг.) 
из природных песчаночьих очагов чумы, паспорта штаммов, 
литературные источники, данные по паспортизации очагов 
чумы Казахстана. Изучение штаммов проводились бакте-
риологическими и серологическими методами согласно ме-
тодическому руководству [6]. При изучении штаммов чумно-
го микроба в качестве контрольных использовались депони-
рованные в музее живых культур Национального научного 
центра особо опасных инфекций (ННЦООИ) им. Масгута 
Айкимбаева Министерства здравохранения Республики 
Казахстан 18 референтных штаммов Y. pestis из различных 
автономных очагов Казахстана, один вакцинный штамм EV 
(Y. pestis EV) и один штамм псевдотуберкулезного микроба 
(Y. pseudotuberculosis). Видовая и типовая принадлежность 
были подтверждены молекулярно-генетическими методами 
исследования, которые проводились классическим мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использовани-
ем тест-систем «Генпест» (Россия) и тест-систем Казахского 
научного центра карантинных и зоонозных инфекций  
им. М.Айкимбаева; а также методом ПЦР в режиме реаль-
ного времени с использованием наборов Idaho Technology 

Since 2010, an active course of epizootics with the release of the plague pathogen, isolated from hosts and vectors has been 
established in 8 autonomous foci of the plague from 14 autonomous foci of the Central Asian plague focus in Kazakhstan. It 
was necessary to take into account the parameters of variability of the main component of the parasitic system – the plague 
microbe in the process of certification of landscape and epizootological zoning of natural foci of plague in Kazakhstan. 
The aim of the work was to study the phenotypic and genetic properties of strains of the plague microbe isolated in natural 
sandy plague foci of Kazakhstan.
Materials and methods. The work used 1196 strains of Yersinia pestis isolated over the past 10 years (2010–2019) from 
natural sandy plague foci, strain passports, literature sources, data on certification of plague foci in Kazakhstan. The study of 
the strains was carried out by bacteriological, serological and molecular genetic methods.
Results. Certification and typification of the territories of sandy plague foci were carried out, taking into account the phenotypic 
and molecular-genetic properties of Y. pestis strains isolated from 12 autonomous foci of the Central Asian plague focus of 
Kazakhstan in 2010–2019. According to the results of the study, 84 atypical strains were identified. As a result of the analysis, 
18 genotypes were identified among the studied strains, of which 13 (72.2%) were unique and did not repeat in the sample. The 
remaining 5 genotypes formed 5 clusters, combining 20 strains (60.6%) and all strains were phylogenetically assigned to 
representatives of the Mediaevalis biovar.
Key words: plague microbe, plague foci, phenotypic features, molecular genetic features
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Matzhanova А.М., Yessimseit D.Т., Abdeliyev B.Z., Rysbekova А.К., Kasenova А.К., Umarova S.К. Biological properties and molecular and genetic 
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(Target 1 и 2) на приборе Roche 2.0. LightCycler®, исследова-
ны ДНК 33 штамма.

Результаты и обсуждение

Результаты изучения фенотипических свойств. За по-
следние 10 лет (2010–2019 гг.) нами были изучены феноти-
пические свойства 1196 штаммов Y. pestis, выделенных из 
12 автономных песчаночьих очагов Центральноазиатского 
пустынного очага чумы Казахстана: Северо-Приаральского, 
Бетпакдалинского, Прибалхашского, Илийского межгорно-
го, Таукумского, Мойынкумского, Устюртского, Пред- 
устюртского, Приаральско-Каракумского, Мангышлакского, 
Арыскум-Дарьялыктакырского и Кызылкумского.

Для дифференциации по активности автономные очаги 
были разделены на две основные группы по следующим кри-
териям: 1-я группа – автономные очаги чумы с высокой эпи-
зоотической активностью и частыми проявлениями эпидеми-
ческих осложнений, 2-я группа – автономные очаги с высокой 
эпизоотической активностью и редкими проявлениями (или 
отсутствием) эпидемических осложнений (табл. 1).

Таким образом, по фенотипическим свойствам было изу-
чено всего 1196 культур чумы, из них: типичные – 1132 штам-
ма (94,6%), нетипичные – 64 штамма (5,7%). Из них из авто-
номных очагов чумы с высокой эпизоотической активностью 
и частыми проявлениями эпидемических осложнений типич-
ных – 669 (92,4%), нетипичных – 55 (7,6%). Среди общего 
числа штаммов процент нетипичных составил 4,6%. 
Результаты изучения штаммов из очагов с редкими проявле-
ниями (или отсутствием) эпидемических осложнений типич-
ных было 463 (98,0%) и нетипичных – 9 (1,9%); 0,7% от обще-
го числа всех выделенных штаммов. 

Из этого следует, что большинство изученных штаммов 
по морфологическим и тинкториальным свойствам были 

типичными для Центральноазиатского пустынного очага 
чумы: обладали одинаковыми биологическими свойствами 
вне зависимости от места, сезона и источника выделения. 
Штаммы ферментировали глицерин через 48 ч; ферменти-
ровали до кислоты без газа арабинозу, глюкозу, маннозу, 
мальтозу, маннит; не разлагали рамнозу, мальтозу, сахаро-
зу, сорбит; не образовывали нитриты; не обладали уреазной 
активностью; лизировались бактериофагами: псевдотубер-
кулезным, чумным Покровским (П) и Л-413.

По результатам изучения фенотипических и молекулярно-
генетических свойств 1196 штаммов Y. pestis были выявле-
ны 84 атипичных штамма: по фенотипическим свойствам – 
64 (5,3%), молекулярно-генетическим – 20 (1,7%).

Анализ результатов показал, что в автономных очагах 
чумы с высокой эпизоотической активностью и частыми 
проявлениями эпидемических осложнений в 8,3 раза 
больше нетипичных штаммов по фенотипическим и 
молекулярно-генетическим свойствам. Большинство не-
типичных штаммов (75 шт.) были выделены из автоном-
ных очагов чумы с высокой эпизоотической активностью и 
частыми проявлениями эпидемических осложнений, что 
составило 89,2% от общего числа атипичных штаммов. 
Появление штаммов с измененными фенотипическими и 
генотипическими свойствами в течение длительной эпи-
зоотии чумы может вызывать затяжные формы инфекци-
онного процесса.

Были изучены детерминанты вирулентности штаммов. 
Антиген FI обнаружен у 1173 из 1196 штаммов в количестве 
от 1250 до 78125 м.к./мл. Фракция 1 не обнаружена у 
22 штаммов из Прибалхашского и 1 штамма из 
Мойынкумского автономных очагов чумы. 

По мнению Portnoy, Martinez [17], продукция фракции 1 
Y. pestis определяется функцией двух локусов, отвечающих 
за синтез и накопление антигена на поверхности клетки. 

Таблица 1. Результаты изучения штаммов Y. pestis, выделенных из автономных очагов чумы Казахстана в 2010–2019 гг.

Наименование автономного очага чумы Всего изучено 
штаммов

Из них выявлено по фенотипическим 
свойствам

Из них выявлено по молекулярно-
генетическими свойствами

типичные нетипичн. типичные нетипичн.

1-я группа* 

Илийский межгорный 190 183 7 190 –

Мангышлакский 3 3 – 3 –

Предустюртский 20 20 – 20 –

Приаральско-Каракумский 89 88 1 89 –

Прибалхашский 322 276 46 302 20

Северо-Приаральский 20 19 1 20 –

Устюртский 80 80 – 80 –

Всего по 1-й группе 724 669 55 704 20 

2-я группа*

Арыскум-Дарьялыктакырcкий 21 21 – 21 –

Бетпакдалинский 60 60 – 60 –

Кызылкумский 49 49 – 49 –

Мойынкумский 234 228 6 234 –

Таукумский 108 105 3 108 –

Всего по 2-й группе 472 463 9 472 –

Итого 1196 1132 64 1176 20 
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Утрата активности первого приводит к Fra–, а второго – к 
Fra± фенотипу, при этом антиген накапливается внутри 
клетки, но не на поверхности. При Fra– фенотипе происхо-
дит снижение вирулентности для морских свинок на 2–5 по-
рядков, но не для белых мышей. 

Признак пигментсорбции тесно связан с вирулентностью. 
По наличию этого признака штаммы были достаточно одно-
родными. Их популяции состояли преимущественно из пиг-
ментсорбирующих клеток (94,3 ± 1,7%) (табл. 2). 

Из изученных 1196 штаммов 1190 продуцировали пести-
цин I, но не были чувствительны к нему, за исключением 
6 штаммов (0,5%) из Прибалхашского автономного очага 
чумы (автономный очаг чумы с высокой эпизоотической ак-
тивностью и частыми проявлениями эпидемических ослож-
нений), которые не вырабатывали пестицин 1, но были чув-
ствительными к нему. 

Потребности в аминокислотах у разных изолятов могут 
различаться, что дает набор маркеров для классификации 
штаммов. Для изучения характера потребностей в факторах 
роста использовались среды со следующими аминокислота-
ми: среда А – минимальная среда, лишенная аминокислот; 
комбинация аминокислот №4 – фенилаланин, метионин, 
цистеин; комбинация аминокислот №6 – фенилаланин, ме-
тионин, цистеин, треонин; комбинация аминокислот №7 – 
фенилаланин, метионин, цистеин, треонин, аргинин. 
Результаты изучения штаммов Y. pestis по потребности в 
аминокислотах приведены в табл. 3.

В результате исследования выявлено, что из изученных 
1196 штаммов чумы нуждаются в фенилаланине, метионине 
и цистеине – 987 штаммов, зависимы только от треонина – 
8 штаммов (из Прибалхашского автономного очага чумы) и 
зависимы только от аргинина – 29 штаммов (Северо-
Приаральский – 1, Мойынкумский – 5, Прибалхашский – 13, 
Таукумский – 3, Илийский межгорный –7). По двум анализи-

руемым группам потребность к различным аминокислотам 
не зависела от эпизоотической активности. 

В результате изучения 1196 штаммов Y. pestis, выделен-
ных в 2010–2019 гг., выявлены 84 штамма, атипичных по 
фенотипическим и молекулярно-генетическим свойствам. 
Необходимо отметить, что 89,2% (75 шт.) нетипичных штам-

Таблица 2. Результаты тестов на способность к пигментообразованию и пестициногенности 

Наименование автономного очага чумы Всего изучено 
штаммов

Pgm-признак, % Пестициногенность (Рst+) 
и чувствительность к пестицину 1 (Psts)

Pgm+ Pgm– Рst+ Psts

1-я группа*

Илийский межгорный 190 98,0 2,0 190 –

Мангышлакский 3 94,0 6,0 3 –

Предустюрский 20 94,0 6,0 20 –

Прибалхашский 322 92,0 8,0 316 6

Приаральско-Каракумский 89 99,0 1,0 89 –

Северо-Приаральский 20 99,0 1,0 20 –

Устюртский 80 95,0 5,0 80 –

Всего по 1-й группе 724 95,8 4,2 718 6 (0,8%)

2-я группа*

Арыскум-Дарьялыктакырский 21 98,0 2,0 21 –

Бетпакдалинский 60 93,0 7,0 60 –

Кызылкумский 49 96,0 4,0 49 –

Мойынкумский 234 86,0 14,0 234 –

Таукумский 108 92,0 8,0 108 –

Всего по 2-й группе 472 93,0 7,0 472 –

Всего 1196 94,7 5,3 1190 6 (0,5%)

Таблица 3. Потребности штаммов Y. pestis в аминокислотах 
при 28°С

Наименование 
автономного очага 
чумы

Всего 
изучено 

штаммов

Зависимость от аминокислот

Phe Met Cys Thr Arg

1-я группа*

Илийский межгорный 190 183 183 183 – 7

Мангышлакский 3 3 3 3 – –

Предустюртский 20 20 20 20 – -–

Приаральско-
Каракумский 89 89 89 89 – –

Прибалхашский 322 301 301 301 8 13

Северо-Приаральский 20 19 19 19 – 1

Устюртский 80 80 80 80 – –

Всего по 1-й группе 724 695 695 695 8 21

2-я группа*

Арыскум-
Дарьялыктакырский 21 21 21 21 – –

Бетпакдалинский 60 60 60 60 – –

Кызылкумский 49 49 49 49 – –

Мойынкумский 234 229 229 229 – 5

Таукумский 108 105 105 105 – 3

Всего по 2-й группе 472 464 464 464 – 8

Всего 1196 987 987 987 8 29
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мов выявлены в автономных очагах чумы с высокой эпизоо-
тической активностью и частыми проявлениями эпидемиче-
ских осложнений (Прибалхашский, Северо-Приаральский и 
Илийский межгорный). В автономных очагах чумы с высокой 
эпизоотической активностью и частыми проявлениями эпи-
демических осложнений в 8,3 раза больше нетипичных 
штаммов по фенотипическим свойствам.

Результаты молекулярно-генетических исследова-
ний. 33 штамма, взятые в исследование, были отобраны 
после изучения фенотипических свойств всех штаммов, вы-
деленных в 2017–2018 гг. в Среднеазиатском пустынном 
природном очаге чумы: 9 – типичных и 24 – атипичных по 
фенотипу (с низким содержанием фракции 1 и с содержани-
ем непигментированных (Pgm-) колоний от 50 до 90% и с 
изменениями биохимических признаков: не ферментирую-
щие арабинозу, мальтозу). 

В молекулярно-генетических исследованиях в качестве 
контроля использовали вакцинный штамм Y. pestis EV 
НИИЭГ. Была использована тест-система для мультиплекс-
ной ПЦР – набор «Pest-Quest» (Казахстан), в состав которого 
входят праймеры для одновременной детекции трех видоспе-
цифических мишеней в геноме Y. pestis: генов pst, caf1 и 
YPO-2088. Все 33 штамма имели все три целевых гена и, 
таким образом, являлись типичными представителями вида 
Y. pestis.

Штаммы были проанализированы с помощью праймеров 
к гену 16sRNA и гену области пигментации ripA (табл. 4) для 
одновременной детекции видоспецифических мишеней в 
геноме Y. pestis.

Анализ проводился путем постановки стандартной ПЦР с 
учетом результатов реакции методом горизонтального гель-
электрофореза. Программа амплификации указана в табл. 5.

Для проведения молекулярно-генетического исследова-
ния в поисках генов 16sRNA и ripA были взяты 33 штамма 
Y. pestis из Мойынкумского, Кызылкумского, Прибалхашс-
кого, Приаральско-Каракумского, Северо-Приаральского, 
Арыскум-Дарьялыктакырского и Илийского очагов чумы 
Казахстана. Результаты представлены в табл. 6.

Тестирование 33 штаммов выявило отсутствие гена ripA 
только у Y. pestis 0009 из Кызылкумского очага чумы 
Республики Казахстан. 

Далее штаммы Y. pestis были исследованы методом муль-
тилокусного VNTR анализа (MLVA) по 7 локусам. В качестве 
положительных контролей и для расчета размера амплико-
нов при типировании были отобраны ДНК референтных 
штаммов KIM10, CO92, Nepal516 и Pestoides F. 

Список исследуемых и контрольных штаммов с указанием 
источников приведен в табл. 7.

Список VNTR-локусов с нуклеотидными последователь-
ностями использованных в MLVA-7 праймеров отражен в 
табл. 8.

Таблица 5. Программа амплификации

№ Шаг Температура, 
°C Время, мин:с Количество 

циклов

1 Предварительная 
денатурация 95 05:00 1

2 Денатурация 95 00:40 40

Отжиг 58 00:40

Элонгация 72 00:40

3 Дополнительная 
элонгация 72 7:00 1

4 Хранение 4 ∞ 1

Таблица 4. Праймеры и размеры выявляемых ампликонов

Праймеры Размер ампликона, п.н.

16sRNA – F/R 362

ripA – F/R 207

Таблица 6. Список исследуемых штаммов с результатами 
анализа праймерами 16sRNA и ripA

№ п/п Образцы № 
по списку

16sRNA 
(362 п.н.)

ripA
(207 п.н.)

1 Маркер М

2 EV 1 ++++ -

3 Y. pestis 0001 2 ++++ ++++

4 Y. pestis 0002 3 ++++ ++++

5 Y. pestis 0003 4 ++++ ++++

6 Y. pestis 0004 5 ++++ +++

7 Y. pestis 0005 6 ++++ ++++

8 Y. pestis 0006 7 ++++ ++++

9 Y. pestis 0007 8 ++++ ++++

10 Y. pestis 0008 9 ++++ –

11 Y. pestis 0009 10 ++++ ++++

12 Y. pestis 0010 11 ++++ ++++

13 Y. pestis 0011 12 ++++ ++++

14 Y. pestis 0012 13 ++++ ++++

15 Y. pestis 0013 14 ++++ +++

16 Y. pestis 0014 15 ++++ ++++

17 Y. pestis 0015 16 ++++ ++++

18 Y. pestis 0016 17 ++++ ++++

19 Y. pestis 0017 18 ++++ ++++

20 Y. pestis 0018 19 ++++ ++++

21 Y. pestis 0019 20 ++++ ++++

22 Y. pestis 0020 21 ++++ ++++

23 Y. pestis 0021 22 +++ +++

24 Y. pestis 0022 23 ++++ ++++

25 Y. pestis 0023 24 ++++ ++++

26 Y. pestis 0024 25 ++++ ++++

27 Y. pestis 0025 26 ++++ ++++

28 Y. pestis 0026 27 ++++ ++++

29 Y. pestis 0027 28 ++++ +++

30 Y. pestis 0028 29 ++++ ++++

31 Y. pestis 0029 30 ++++ +++

32 Y. pestis 0030 31 ++++ ++++

33 Y. pestis 0031 32 ++++ ++++

34 Y. pestis 0032 33 ++++ ++++

35 Y. pestis 0033 34 ++++ ++++

36 Отрицательный контроль 35 Отриц. Отриц.

37 Положительный контроль 36 ++++ +++
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Амплификация проводилась на приборе Veriti (Applied 
Biosystems, США). Электрофоретическое разделение про-
дуктов амплификации проводилось в 2%-м агарозном геле. 
Размер продуктов амплификации ДНК исследуемых штам-
мов чумного микроба определялся исходя из размеров 
фрагментов маркера молекулярного веса, а также из раз-
меров продуктов амплификации ДНК референтных штам-
мов. 

Анализ филогенетических связей исследуемых штаммов 
проводился с помощью программы PAUP 4.0b10 (http://
phylosolutions.com/paup-test). Для иерархической кластериза-
ции был использован алгоритм UPGMA (Unweighted Pair 
Group Method with Arithmetic Mean). Окончательное оформле-
ние филогенетического древа проводилась на графическом 
редакторе FigTree (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree). 

На основе данных, полученных методом гель-элетрофореза 
для каждого VNTR-локуса, составлены таблица размеров 
продуктов амплификации и бинарная матрица.

Полученное филогенетическое древо, обработанное на 
графическом редакторе FigTree, приведено на рисунке.

Как видно из рисунка, все исследуемые штаммы чумного 
микроба из Мойынкумского, Кызылкумского, Прибалхашс- 
кого, Приаральско-Каракумского, Северо-Приаральского, 
Арыскум-Дарьялыктакырского и Илийского пустынных оча-
гов чумы (Среднеазиатский пустынный очаг, основной носи-
тель – большая песчанка) филогенетически наиболее близки 
к референтному штамму KIM10, являющемуся представите-
лем биовара Mediaevalis.

В результате анализа среди исследованных штаммов вы-
явлено 18 генотипов, из них 13 (72,2%) уникальных, т.е. не 
повторяющихся в выборке. Остальные 5 генотипов сформи-
ровали 5 кластеров, объединяющих 20 штаммов (60,6%) (от 2 
до 6 штаммов в кластере). Согласно данным анализа аллель-
ного полиморфизма (h) по 7 локусам (табл. 6) определена 
большая вариабельность: два локуса были абсолютно инва-
риабельны (h = 0), два локуса практически мономорфны 
(0 < h < 0,2), остальные 3 локуса отличались наибольшим по-
лиморфизмом (h > 0,5). Значение дискриминирующего ин-
декса Хантера–Гастона (HGDI) для всех 33 исследованных 
штаммов составило 0,934. 

Следует отметить, что данные, полученные в результате 
анализа MLVA-7, являются предварительными. Более точные 
данные будут получены при анализе всех 25 VNTR-локусов 
(MLVA-25), а также методами, направленными на выявление 
SNP.

Заключение

Таким образом, по фенотипическим свойствам было изу-
чено всего 1196 культур чумы, из них количество типичных 

Таблица 7. Список штаммов Y. pestis, использованных для 
генотипирования

Штаммы Источники

KIM10 Референтный штамм, 
биовар Medievalis

CO92, Y. pestis EV Референтный штамм, 
биовар Orientalis

Nepal516, Pestoides F Референтные штаммы, 
биовар Antiqua

MK_0001, MK_0002, MK_0003 Штаммы из Мойынкумского 
очага чумы 

KK_0004, KK_0005, KK_0006,  
KK_0007, KK_0008, KK_0009,  
KK_0010, KK_0011, KK_0012

Штаммы из Кызылкумского 
очага чумы 

PB_0013, PB_0014, PB_0015,  
PB_0025, PB_0016, PB_0017,  
PB_0018, PB_0019, PB_0020,  
PB_0021, PB_0022, PB_0023,  
PB_0024

Штаммы из Прибалхашского 
очага чумы 

PK_0026, PK_0027, PK_0028,  
PK_0029, PK_0030

Штаммы из Приаральско-
Каракумского очага чумы 

NP_0031 Штаммы из Северо-
Приаральского очага чумы 

AD_0032 Штаммы из Арыскумско-
Дарьялыктакырского очага чумы 

I_0033 Штаммы из Илийского очага чумы 

Таблица 8. VNTR-локусы, использованные для генотипирования штаммов Y. pestis

№ VNTR-локус Размер повтора
Праймеры

Прямой Обратный

1 yp0120ms01 18 CTAAGCACAATTGTTATGCTGAACC TACTGAATCTGCTTCATTGTTCAAA

2 yp1290ms04 17 CGCTGTTGAAGTTTTAGTGTAAGAA AAATGTAACCTGCCAAACGTG

3 yp2769ms06 60 AATTTTGCTCCCCAAATAGCAT TTTTCCCCATTAGCGAAATAAGTA

4 yp2916ms07 10 ATACCGCTACGATCAGCCTCTAT ATTTAATATTGATTTTGGGACTTGC

5 yp1335ms46 7 CAGGTTTTACGTTATTTTCTGAAGG CAGCATGAAGTATGACGGGTATATTA

6 yp4280ms62 9 TTTAGTCTTGATTAAGCTGCGTTTT ACGGAAGACAACCTTATTATTGATG

7 yp1580ms70 9 AAACCAACGGTTCATATTGAATAAA CTTCTTCCGCTATTTTCCTACAGA

Рисунок.  Филогенетическое дерево исследованных 33 штаммов 
Y. pestis.
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составило 1132 штамма (94,6%) нетипичных – 64 (5,7%). Из 
них из автономных очагов чумы с высокой эпизоотической 
активностью и частыми проявлениями эпидемических ослож-
нений типичных – 669 (92,4%), нетипичных – 55 (7,6%), к об-
щему числу всех штаммов доля нетипичных составила 4,6%. 
Результаты изучения штаммов из очагов с редкими проявле-
ниями (или отсутствием) эпидемических осложнений типич-
ных было 463 (98,0%), нетипичных – 9 (1,9 %), что к общему 
числу всех штаммов составило 0,7%.

В результате молекулярно-генетического анализа среди 
исследованных штаммов выявлено 18 генотипов, из них 13 
(72,2%) уникальных, т.е. не повторяющихся в выборке. 
Остальные 5 генотипов сформировали 5 кластеров, объеди-
няющих 20 штаммов (60,6%) (от 2 до 6 штаммов в кластере). 
Согласно данным анализа аллельного полиморфизма (h) по 
7 локусам (табл. 6) определена большая вариабельность: два 
локуса были абсолютно инвариабельны (h = 0), два локуса 
практически мономорфны (0 < h < 0,2), остальные 3 локуса 
отличались наибольшим полиморфизмом (h > 0,5). Значение 
дискриминирующего индекса Хантера–Гастона (HGDI) для 
всех 33 исследованных штаммов составило 0,934. 

По фенотипическим свойствам все штаммы являются ти-
пичными для пустынных природных очагов чумы Казахстана 
и филогенетически относятся к представителям биовара 
Mediaevalis.

Анализ результатов показал, что в автономных очагах 
чумы с высокой эпизоотической активностью и частыми про-
явлениями эпидемических осложнений на 8,3 раза больше 
штаммов, нетипичных по фенотипическим и молекулярно-
генетическим свойствам. Большинство нетипичных штаммов 
(75 шт.) были выделены из автономных очагов чумы с высо-
кой эпизоотической активностью и частыми проявлениями 
эпидемических осложнений, что составило 89,2% от общего 
числа атипичных штаммов. Полагаем, что появление штам-
мов в течение длительной эпизоотии чумы с измененными 
фенотипическими и генотипическими свойствами могут вы-
зывать затяжные формы инфекционного процесса.

Таким образом, при проведении эпидмониторинга и про-
филактических мероприятий в природных очагах чумы необ-
ходим дифферинцированно-комплексный подход с учетом 
локализации ядер энзоотий, к которым привязаны населен-
ные пункты, с высоким эпидемическим потенциалом и с уче-
том фенотипической изменчивости и генетической вариа-
бельности чумного микроба. Изменчивость возбудителя, в 
частности появление различных фенотипов в пределах одной 

популяции в течение длительной эпизоотии чумы, может 
иметь большое значение в длительном поддержании эпизоо-
тии с образованием ядер энзоотий, что способствует сохра-
нению возбудителя чумы в межэпизоотический период.
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Экспрессия генов бета-лактамаз у бактерий, 
характеризующихся множественной 
устойчивостью к антибактериальным 
препаратам
А.А.Филиппова1,2, М.Ю.Рубцова1, М.М.Уляшова1, Н.К.Фурсова2

1ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В.Ломоносова», Москва, 
Российская Федерация;
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Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Устойчивость микроорганизмов к антибактериальным препаратам является глобальной проблемой здравоохранения. 
В последние годы отмечается рост числа мультирезистентных бактерий, устойчивых одновременно к разным группам 
антибиотиков, в том числе бета-лактамным. Основным механизмом устойчивости грамотрицательных бактерий к 
этому классу антибиотиков является синтез разнообразных бета-лактамаз, гидролизующих молекулу антибиотика. 
Обзорная статья посвящена анализу данных об экспрессии генов бета-лактамаз у мультирезистентных бактерий и 
молекулярно-генетических методов их определения в РНК-транскриптах. 
Ключевые слова: антибиотикорезистентность, транскриптом, молекулярно-генетические методы, бета-лактамазы
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Expression of beta-lactamase genes  
in multidrug-resistant bacteria
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1M.V.Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation;
2State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Rospotrebnadzor, Obolensk, Russian Federation

Antimicrobial resistance is a global public health problem. In recent years, increasing of multi-drug resistant bacteria has been 
noted, which are resistant to different antimicrobial groups simultaneously, including beta-lactams. The main mechanism of 
anti-beta-lactam resistance in gram-negative bacteria is synthesis of various beta-lactamases that hydrolyze the antibiotics. The 
review is devoted to the analysis of data on the expression of beta-lactamase genes by multi-drug resistant bacteria and 
molecular genetic methods for their determination in RNA transcripts.
Key words: antibiotic resistance, transcriptome, molecular genetic methods, beta-lactamases
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О ткрытие антибиотиков в прошлом веке совершило 
революцию в лечении инфекционных заболеваний 

человека, вызванных бактериями. Многие микроорганизмы 
синтезируют антибиотики, препятствующие росту 
микроорганизмов-конкурентов в окружающей среде, подоб-
ный способ контроля численности популяций микроорганиз-
мов распространен в различных природных системах [1]. 

Бактерии могут хорошо адаптироваться к различным факто-
рам окружающей среды: для защиты от собственных анти-
биотиков и антибиотиков, продуцируемыми другими микро-
организмами, у них выработаны различные механизмы 
устойчивости. С началом активного применения антибиоти-
ков для лечения инфекционных заболеваний начался экспо-
ненциальный рост и масштабное распространение рези-
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стентных к антибиотикам патогенных бактерий. В настоя-
щее время антибиотикорезистентность возбудителей 
инфекционных заболеваний человека является глобальной 
проблемой человечества [2, 3]. Развитие антибиотикорези-
стентности по скорости существенно превосходит появле-
ние новых антибиотиков. Быстрое распространение устой-
чивых к антибиотикам форм бактерий обусловлено локали-
зацией генов резистентности на мобильных генетических 
элементах и способностью бактерий к горизонтальной пере-
даче генов [4, 5]. 

Неконтролируемое и часто неоправданное использование 
антибиотиков в медицине, ветеринарии и особенно в сель-
ском хозяйстве (более 80% от объема производимых анти-
биотиков применяется в ветеринарии и животноводстве) 
создает условия, при которых огромное количество антибак-
териальных препаратов попадает в окружающую среду. 
В воде, почве и других объектах происходит формирование 
резистентности у существующих там непатогенных микро-
организмов, которые могут затем передавать новые или 
измененные гены резистентности другим микроорганизмам 
[6–9]. В результате патогенные микроорганизмы вместе 
с микроорганизмами окружающей среды представляют 
огромный резервуар генетических детерминант резистент-
ности.

Основными механизмами резистентности бактерий к анти-
биотикам являются: снижение проницаемости клеточной 
мембраны вследствие мутаций в поринах – белковых каналах 
в наружной мембране грамотрицательных бактерий для 
транспорта различных веществ [10], вывод антибиотиков из 
клетки благодаря системам эффлюкса [11, 12], ферментатив-
ная модификация антибиотиков или мишени их действия [13, 
14]. Сочетание различных механизмов резистентности вме-
сте с сочетанием генов устойчивости к разным антибиотикам 
приводит к формированию мультирезистентных, экстремаль-
но резистентных и панрезистентных патогенов [15–17]. 

Появление возбудителей инфекций, устойчивых одновре-
менно к нескольким типам антибиотиков, существенно огра-
ничивает выбор адекватной лекарственной терапии. 
Сдерживающим фактором развития резистентности должно 
явиться рациональное применение антибактериальных пре-
паратов и выработка эффективных стратегий преодоления 
антибиотикорезистентности [18]. Для этого необходимо по-
нимание молекулярных механизмов формирования рези-
стентности и наличие адекватных высокотехнологичных ме-
тодов идентификации бактерий, устойчивых к антибиотикам. 

Более половины от всех используемых в медицине анти-
биотиков составляют бета-лактамы (пенициллины, цефало-
спорины, карбапенемы и монобактамы), и устойчивость к 
этой функциональной группе препаратов является самой 
распространенной [19]. Преимущественным механизмом ре-
зистентности грамотрицательных бактерий к бета-лактамам 
является ферментативный гидролиз бета-лактамного кольца 
ферментами – бета-лактамазами. Гены бета-лактамаз чаще 
всего локализованы на мобильных генетических элементах, 
что позволяет им быстро и широко распространяться [20]. 
Клинические штаммы бактерий зачастую характеризуются 
наличием у них одновременно нескольких генов, кодирую-
щих бета-лактамазы, отличающиеся строением активного 
центра, субстратной специфичностью и каталитической ак-

тивностью. Имеются данные, что гены бета-лактамаз могут 
быть обнаружены не только в геномах резистентных, но 
также и у чувствительных к антибиотикам бактерий как 
«молчащие», неэкспрессирующиеся [21]. 

Подробные исследования бета-лактамаз, проводимые с 
момента их выделения из клинических образцов, были в 
первую очередь направлены на исследования структуры, 
механизмов действия и эпидемиологии бета-лактамаз. В по-
следнее время стали активно развиваться исследования по 
изучению механизмов регуляции экспрессии генов этих 
ферментов и изучению условий активации и подавления 
экспрессии. Данный обзор посвящен анализу данных об экс-
прессии генов бета-лактамаз у резистентных к антибиоти-
кам бактерий и методам их определения.

Разнообразие и распространенность бета-лактамаз
К настоящему времени описано около 2800 бета-

лактамаз, выделенных из патогенных бактерий-возбудителей 
инфекционных заболеваний [22, 23]. По классификации, 
предложенной Амблер, на основании гомологии первичных 
последовательностей все суперсемейство ферментов под-
разделяется на 4 класса – A, B, C и D [24]. Ферменты клас-
сов A, C и D содержат серин в активном центре, а ферменты 
класса В являются металло-бета-лактамазами и содержат 
ионы Zn2+ в активном центре [25]. На основе различий в суб-
стратной специфичности и способности гидролизовать бета-
лактамные антибиотики, относящиеся к разным группам, 
различают бета-лактамазы широкого спектра (гидролизуют 
пенициллины и цефалоспорины I поколения), бета-лактамазы 
расширенного спектра (БЛРС) (гидролизуют пенициллины и 
цефалоспорины I–IV поколений) и карбапенемазы (гидроли-
зуют карбапенемы и другие бета-лактамы). 

Наиболее распространены у клинических штаммов – воз-
будителей инфекционных заболеваний человека – серино-
вые бета-лактамазы молекулярного класса А [22]. Среди них 
до конца 1990-х гг. наиболее распространенными были бета-
лактамазы TEM- и SHV-типов, которые образуют большие 
семейства, каждое более чем из 200 представителей. Они 
включают в себя фермент-родоначальник (TEM-1 и SHV-1) и 
наборы мутантных форм, некоторые из которых относятся к 
БЛРС. Позже преобладающими во многих регионах мира 
стали бета-лактамазы СТХ-М-типа, все относящиеся к БЛРС 
[26, 27]. Наиболее часто встречающимся ферментом этого 
типа в странах Европы, Азии, Африки и США является CTX-
M-15, в Корее и Южной Америке – CTX-M-14. Наиболее рас-
пространенными карбапенемазами являются бета-
лактамазы KPC-типа, относящиеся к классу A [28]. Известно 
более 20 вариантов данного фермента, наиболее распро-
страненными среди них являются KPC-2 и KPC-3. Ферменты 
данного типа способны гидролизовать цефалоспорины, мо-
нобактамы и карбапенемы [29, 30]. Бактерии, содержащие 
ген данной бета-лактамазы, часто характеризуются множе-
ственной лекарственной устойчивостью [31]. В России опи-
саны бактерии-продуценты бета-лактамазы KPC-2 [29]. 

Бета-лактамазы класса C, включающие AmpC-тип фер-
ментов, характеризуются высокой активностью в отноше-
нии цефалоспоринов [32]. Среди ферментов класса D наи-
большую клиническую значимость имеют бета-лактамаза 
OXA-48, распространенная у представителей семейства 
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Enterobacteriaceae, и бета-лактамаза OXA-23, встречающая-
ся у Acinetobacter baumannii [33]. Бета-лактамазы данного 
типа гидролизуют оксациллин и карбапенемы [34, 35]. 
Карбапенемаза OXA-48, впервые обнаруженная в 2001 г. в 
Турции, к настоящему времени широко распространена в 
Европе, Канаде, Корее, на ближнем Востоке, в том числе у 
мультирезистентных штаммов, реже встречается в Америке 
[34, 36]. 

Среди металло-бета-лактамаз (класс В) наиболее рас-
пространены ферменты VIM- и IMP-типов. Бета-лактамазы 
VIM-типа имеют широкую субстратную специфичность: они 
гидролизуют пенициллины, большинство цефалоспоринов и 
карбапенемы, но не гидролизуют азтреонам [37]. Ферменты 
этого типа были впервые обнаружены в Западной Европе в 
изолятах Pseudomonas aeruginosa [38], в настоящее время 
встречаются в различных регионах, в том числе у Klebsiella 
pneumoniae. Бета-лактамазы IMP-типа имеют похожую суб-
стратную специфичность, впервые они были обнаружены в 
Японии в 1990 г., преимущественно в штаммах Escherichia 
coli и K. pneumoniae. Особенно угрожающим явилось рас-
пространение по всему миру металло-бета-лактамаз NDM-
типа, продуценты которых получили название «супербакте-
рий» из-за своей панрезистентности. Данная карбапенема-
за, впервые обнаруженная в Индии в 2009 г. [39], затем 
была описана у многих видов патогенных бактерий 
Enterobacterales, Shigella spp., Vibrio cholerae, A. baumannii и 
P. aeruginosa [40, 41]. Данный фермент имеет низкий уро-
вень гомологии с другими ферментами класса В, например, 
с бета-лактамазами VIM-типа он составляет ~32% [42]. 

По данным ВОЗ, наибольшую угрозу для здравоохране-
ния представляют мультирезистентные бактерии видов 
E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa и A. baumannii [43]. В 
ряде стран, в том числе в России, доля таких штаммов со-
ставляет более 50%. При этом отмечается рост числа бакте-
рий, устойчивых к карбапенемам, особенную среди 
K. pneumoniae. Гены эпидемически значимых бета-лактамаз 
в основном локализуются на плазмидах, что обеспечивает 
их быстрое распространение среди возбудителей как вну-
три-, так и внебольничных инфекций. У мульти- и панрези-
стентных бактерий на плазмидах располагаются также гены 
устойчивости к другим классам антибиотиков – аминоглико-
зидам, фениколам, макролидам, хинолонам, сульфанилами-
дам. Описаны супербактерии, содержащие в геноме более 
15 генов антибиотикорезистентности: гены бета-лактамаз 
ТЕМ, ОХА-, СТХ-М-, CMY-, GIM-, VIM-, NDM-, KPC-типов; 
гены аминогликозид-модифицирующих ферментов Aac, 
Aad, Ant, Aph; гены эффлюксных насосов TetABC, 
MexABCDEF, а также большое количество IS-элементов и 
транспозонов [44].

 Экспрессия генов бета-лактамаз у бактерий. 
Индукция экспрессии генов бета-лактамаз 
хромосомной локализации
Изучение механизмов регуляции экспрессии генов анти-

биотикорезистентности включает несколько направлений: 
определение факторов, влияющих на усиление или подав- 
ление экспрессии генов в зависимости от условий культиви-
рования, и изучение особенностей строения генетического 
аппарата бактерий для осуществления этих процессов. 

У многих видов бактерий экспрессия бета-лактамаз индуци-
руется в ответ на действие бета-лактамных антибиотиков. 
При этом у грамположительных бактерий экспрессия бета-
лактамаз индуцируется непосредственно бета-лактамами, 
в то время как у грамотрицательных бактерий чаще осу-
ществляется косвенно (высвобождением муропептидов из 
пептидогликана после их взаимодействия с антибиотиком). 

Путь blaZ-blaR1-blaI у грамположительных бактерий
У грамположительных бактерий (например, Staphylococcus 

aureus) устойчивость к бета-лактамам часто обеспечивается 
экспрессией бета-лактамазы BlaZ [45, 46], которая индуци-
руется антибиотиком. Транскрипция гена blaZ контролирует-
ся системой blaZ-blaR1-blaI [47], которая включает в себя 
гены бета-лактамазы BlaZ, ее ДНК-репрессора BlaI и белка-
преобразователя сигнала BlaR1, кластеризованные либо на 
бактериальной хромосоме, либо на плазмиде. В отсутствие 
бета-лактамного антибиотика ДНК-репрессор BlaI подавля-
ет транскрипцию гена blaZ при связывании с консерватив-
ным фрагментом TACA/TGTA, расположенным в области 
промотора blaZ (рис. 1А). Экспрессия гена blaZ инициирует-
ся при необратимом связывании бета-лактама с мембрано-
ассоциированным рецептором BlaR1 (рис. 1Б). Этот рецеп-
тор является трансмембранным белком с С-концевым сен-
сорным доменом BlaRS, расположенным на поверхности 
клетки. Сенсорный домен BlaRS структурно гомологичен 
сериновым бета-лактамазам класса D. Ацилирование белка 
BlaRS приводит к аутопротеолитическому расщеплению ци-
топлазматического домена BlaR1. Расщепленная форма 
BlaR1 является активной цинковой металлопротеазой, кото-
рая может инактивировать репрессор BlaI, приводя к диссо-
циации BlaI от промотора гена blaZ и последующей экспрес-
сии этого гена [48, 49].

 Путь AmpG-AmpR-AmpC у грамотрицательных 
бактерий
У многих бактерий порядка Enterobacterales и у P. aerugi-

nosa экспрессия бета-лактамаз класса С (AmpC-типа) инду-
цируется бета-лактамными антибиотиками (рис. 2), и этот 
процесс тесно взаимосвязан с рециркуляцией клеточной 
стенки бактерий [50–53]. При связывании бета-лактамных 
антибиотиков со своей мишенью, пенициллин-связывающими 
белками (ПСБ), активируются литические трансгликозила-
зы, в результате чего в периплазме начинается распад пеп-
тидогликана и накапливаются продукты его гидролиза – му-
ропептиды GlcNAc-ангидро-MurNAc. Они переносятся в цито-
плазму через трансмембранный белок-транспортер AmpG, 
где распадаются на 1,6-ангидромуро-три-, тетра- и пентапеп-
тиды с участием β-N-ацетилглюкозаминидазы NagZ. Эти 
пептиды при взаимодействии с регулятором AmpR являются 
индукторами экспрессии хромосомно-кодируемых бета-
лактамаз AmpC-типа. AmpR является регулятором транс-
крипции типа LysR, кодируемый его ген располагается непо-
средственно перед геном ampC [54]. В отсутствии антибио-
тика во внешней среде активаторная функция AmpR ингиби-
рована клеточным метаболитом – предшественником синте-
за клеточной стенки, UDP-MurNAc-пентапептидом. 
Индуцирующие муропептиды вытесняют связанный UDP-
MurNAc-пентапептид, вызывая конформационные измене-
ния в молекуле AmpR, которые приводят к активации транс-
крипции гена ampC. Сайт связывания AmpR находится в об-
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ласти последовательности нуклеотидов на 39 п.н. выше 
сайта начала транскрипции ampC (от -40 до -88) [50].

У разных бактерий существуют разные варианты регуля-
торного пути AmpG-AmpR-AmpC. AmpR у P. aeruginosa явля-
ется глобальным транскрипционным фактором, регулирую-
щим экспрессию генов бета-лактамаз, протеаз, сигналов 
кворума и ряда факторов вирулентности [55, 56]. У некото-
рых бактерий, например, E. coli и Shigella spp., отсутствует 
ген ampR, что приводит к низкому уровню конститутивной 
экспрессии гена ampC. Этот ген у E. coli в основном регули-
руется аттенуаторной последовательностью, расположен-
ной в области промотора. Сверхэкспрессия ampC наблюда-
ется либо при мутациях аттенуатора, либо при введении 
регулятора AmpR извне. У Salmonella spp. хромосомный 
тандем генов ampC-ampR обычно отсутствует, но клиниче-
ские штаммы сальмонелл могут приобретать его в ходе го-
ризонтального переноса генов [53]. Экспериментально было 
показано, что инактивация АmpG приводила к восстановле-
нию чувствительности бактерий к бета-лактамам даже у 
панрезистентных клинических изолятов P. aeruginosa [57]. 
Мутации в гене nagZ также снижали уровень экспрессии 
генов ampC, что повышает чувствительность бактерий к 
бета-лактамным антибиотикам [58, 59].

Еще одним ключевым ферментом в данной многокомпо-
нентной системе регуляции является цитоплазматическая 
N-ацетилмурамоил-L-аланинамидаза AmpD, которая может 
отщеплять стволовые пептиды от ангидро-MurNAc или 
GlcNAc-ангидро-MurNAc, снижая концентрацию индуцирую-
щих муропептидов и уменьшая избыточную продукцию 
AmpC. Наиболее распространенным механизмом, приводя-
щим к суперпродукции AmpC и резистентности к бета-
лактамам у клинических штаммов Enterobacterales и P. 
aeruginosa, являются мутации в гене ampD [60]. P. aeruginosa 
имеют три различных гомолога AmpD: AmpD, AmpDh2 и 
AmpDh3, их последовательная инактивация приводит к сту-
пенчато повышающейся продукции АmpC [61, 62]. Удаление 
всех трех генов АmpD приводит к значительному увеличе-
нию уровней резистентности к бета-лактамам, включая це-

Рис. 2. Индукция экспрессии бета-лактамазы AmpC бета-
лактамными антибиотиками у грамотрицательных бактерий 
порядка Enterobacterales и P. aeruginosa: 1 – проникновение в 
клетку и связывание бета-лактамного антибиотика с ПСБ; 2 – 
активация литических трансгликозилаз, которые расщепляют 
пептидогликан до 1,6-ангидро-муропептидов; 3 – перенос 
1,6-ангидро-муропептидов в цитоплазму через трансмембран-
ный белок-транспортер AmpG; 4 – расщепление 1,6-ангидро-
муропептидов до 1,6-ангидромуро-три-, тетра- и пентапептидов 
(индуцирующие муропептиды), катализируемое β-N-
ацетилглюкозаминидазой NagZ; 5 – взаимодействие индуциру-
ющих муропептидов с регулятором транскрипции AmpR; 6 – 
транскрипция ampC; 7 – синтез бета-лактамазы AmpC; 8 – рас-
щепление индуцирующих муропептидов до UDP-MurNAc-
пентапептидов, катализируемое N-ацетилмурамоил-L-
аланинамидазой AmpD (Lister et al., 2009 [114], с изменениями).

Рис. 1. Индукция экспрессии бета-лактамазы BlaZ бета-лактамными антибиотиками у грамположительных бактерий: А – в отсут-
ствии бета-лактамного антибиотика: ДНК-репрессор BlaI связан в области промоторов blaZ/blaR1I и подавляет экспрессию генов в 
обоих направлениях; Б – в присутствии бета-лактамного антибиотика: 1) связывание бета-лактамного антибиотика с сенсорным 
доменом BlaR1, 2) аутопротеолитическое расщепление протеазного домена BlaR1, 3) протеолиз и последующая диссоциация ДНК-
репрессора BlaI с промоторов blaZ/blaR1I, 4) транскрипция генов blaZ, blaR1 и blaI (Lautenschlager et al., 2020 [113], с изменениями).
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фалоспорины и монобактамы, из-за полной дерепрессии 
экспрессии гена ampC [63].

 Двухкомпонентные регуляторные системы 
у грамотрицательных бактерий
Другой механизм индукции продукции бета-лактамаз у 

грамотрицательных бактерий реализуется через активность 
двухкомпонентных регуляторных систем (ДКРС) [53, 64, 65]. 
ДКРС присутствуют у многих видов бактерий и являются 
одними из основных механизмов реагирования бактерий на 
сигналы окружающей среды. Они состоят из сенсорного 
белка-рецептора – гистидиновой киназы (ГК) – и соответ-
ствующего регулятора ответа (РО). ГК, как правило, пред-
ставляет собой гомодимерный трансмембранный белок, ко-
торый имеет гистидин-содержащий фосфотрансферазный 
домен и АТФ-связывающий домен. РО является мультидо-
менным белком, содержащим домен-акцептор и эффектор-
ный домен, часто обладающий ДНК-связывающей активно-
стью. РО локализуется в цитоплазме. При стимуляции сиг-
налом окружающей среды ГК аутофосфорилируется, пере-
нося фосфатную группу с АТФ на консервативный остаток 
гистидина. Затем фосфатная группа переносится с ГК на 
консервативный аминокислотный остаток РО (как правило, 
аспартат). В фосфорилированном РО происходят конфор-
мационные изменения, активирующие его эффекторный 
домен. Этот домен, в свою очередь, действует в качестве 
фактора транскрипции, влияя на экспрессию генов посред-
ством связывания со специфическими участками хромосом-
ной ДНК или через другие косвенные механизмы (рис. 3). 

С каждым годом появляется все больше данных о том, 
что ДКРС участвуют в формировании устойчивости бакте-
рий к различным классам антибиотиков. У E. coli, например, 
осморегуляторная двухкомпонентная система EnvZ/OmpR 
контролирует дифференциальную экспрессию поринов 
внешней мембраны OmpF и OmpC, через которые осущест-
вляется пассивная и неспецифическая диффузия низкомо-
лекулярных гидрофильных веществ, в том числе антибио-
тиков [66]. Ряд ДКРС регулируют экспрессию бета-лактамаз 
и, следовательно, важны для формирования устойчивости к 
бета-лактамам. Примерами таким систем являются BlrAB, 
которая важна для регуляции экспрессии трех бета-лактамаз 
у Aeromonas spp.: карбапенемазы класса B (CphA), цефало-
спориназы класса C (Cep) и пенициллиназы класса D (Amp) 
[67], а также CreBC, которая является регулятором экспрес-
сии генов бета-лактамаз и других генов у E. coli и P. aeruginosa 
[68, 69]. Было показано, что степень гомологии между систе-
мами CreBC и BlrAB является достаточно высокой и состав-
ляет около 70%. Их компоненты-гомологи СreB и BlrA дей-
ствуют как регуляторы ответа, воздействующего на сенсор-
ные киназы СreC и BlrB. Большинство сенсорных киназ гра-
мотрицательных бактерий реагируют на изменение концен-
трации периплазматического или цитоплазматического ли-
ганда – либо непосредственно, либо через некоторый до-
полнительный белковый компонент [70]. Показано, что си-
стемы BlrAB и CreBC специфически реагируют на ингибиро-
вание низкомолекулярных ПСБ (например, ПСБ4) некоторы-
ми бета-лактамами [71]. Скорее всего, как и в случае 
AmpG-AmpR-AmpC-регуляции, индукторами данных систем 
могут являться продукты распада пептидогликана, но без 
необходимости их переноса в цитоплазму [72]. В ряде ис-

следований было показано, что регуляторы ответа систем 
BlrAB и CreBC запускают экспрессию бета-лактамаз путем 
распознавания определенных сигнальных последователь-
ностей, расположенных в промоторе гена бета-лактамазы, 
при этом чем больше этих последовательностей, тем выше 
уровень экспрессии гена [73].

Еще один пример двухкомпонентной регуляторной систе-
мы был описан при изучении механизма регуляции экспрес-
сии хромосомной карбенициллин-гидролизующей бета-
лактамазы класса А (CARB) у Vibrio parahaemolyticus [74]. 
Было показано, что ген, кодирующий данную бета-лактамазу, 
является частью регулона новой ДКРС (VbrK/VbrR). 
Сенсорная гистидинкиназа VbrK связывается непосред-
ственно с бета-лактамным антибиотиком и передает сигнал 
на регулятор ответа VbrR, который контролирует экспрессию 
гена бета-лактамазы CARB. Данный механизм был под-
твержден следующими данными: делеция VbrK или VbrR 
значительно снижала экспрессию бета-лактамазы и устра-
няла устойчивость к бета-лактамам; активация VbrK специ-
фически запускалась бета-лактамными антибиотиками, но 
не другими лактамами; единичные аминокислотные замены 
в сенсорном домене VbrK изменяли его специфичность к 
бета-лактамам. При связывании бета-лактама с сенсорным 
доменом VbrK происходят конформационные изменения, 
которые приводят к более тесной ассоциации с доменом 
АТФазы и последующему фосфорилированию остатка ги-
стидина. Таким образом, бактерии могут быстро реагиро-
вать на присутствие бета-лактамов в окружающей среде до 
того, как клеточная стенка бактерии будет повреждена. 
Такое прямое распознавание бета-лактамов гистидинкина-
зой без каких-либо затрат на целостность клеточной стенки 
может представлять собой новый эволюционно благоприят-
ный механизм защиты от бета-лактамных антибиотиков.

 Индукция экспрессии генов бета-лактамаз 
плазмидной локализации
Эволюция бактериальных штаммов, приведшая к возник-

новению и распространению мульти-, экстремальной- и пан-
резистентности в большой степени обусловлена обменом 
генетическими детерминантами устойчивости благодаря 

Рис. 3. Схема двухкомпонентной регуляторной системы 
(Podglajen et al., 2007 [115], с изменениями).
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мобильным генетическим элементам (инсерционным встав-
кам, транспозонам, генным кассетам/интегронам, плазми-
дам и интегративным конъюгативным элементам), способ-
ным перемещаться внутри одной или между различными 
молекулами ДНК [75]. Эти элементы играют центральную 
роль в обеспечении горизонтального переноса генов и по- 
этому способствуют приобретению и распространению 
генов устойчивости. Инсерционные последовательности (IS-
элементы) и транспозоны представляют собой дискретные 
сегменты ДНК, способные перемещать связанные с ними 
гены устойчивости практически случайным образом на 
новые участки в различных молекулах ДНК в одной клетке. 
Интегроны используют сайт-специфическую рекомбинацию 
для перемещения генов устойчивости между определенны-
ми сайтами. Поскольку данные типы мобильных элементов 
часто присутствуют в геноме клетки в нескольких экземпля-
рах и расположены на различных участках, они также могут 
способствовать гомологичной рекомбинации (обмену после-
довательностями между идентичными или родственными 
сегментами нуклеотидной последовательности). Межклеточ- 
ные механизмы генетического обмена включают конъюга-
цию/мобилизацию, опосредованную плазмидами и интегра-
тивными конъюгативными элементами; трансдукцию, осу-
ществляемую посредством бактериофагов, и трансформа-
цию вследствие захвата внеклеточной ДНК. Эволюция 
мультирезистентности в данном случае обусловлена взаи-
модействием различных типов мобильных генетических 
элементов и механизмов их обмена между бактериями.

IS-элементы наиболее часто локализуются перед генами 
бета-лактамаз, влияя на экспрессию данных генов [76–78]. 
Эти последовательности представляют собой небольшие 
мобильные генетические элементы, включающие один или 
два гена транспозазы, и делятся на группы в зависимости от 
типа ключевых аминокислот в активном центре транспозаз 
и механизма транспозиции. Он может быть консервативным, 
когда IS-элемент вырезается из донорного участка ДНК и 
вставляется в реципиентный, или репликативным – по прин-
ципу копирования и вставки.

Для некоторых оксациллиназ, например OXA-58, установ-
лено, что инсерционная вставка ISAba3 обуславливает ги-
перпродукцию этого фермента и обеспечивает устойчивость 
к карбапенемам [77, 79]. При изучении штамма A. baumannii, 
продуцента другой оксациллиназы – OXA95, было показано, 
что действие имипинема в концентрациях до 0,5 мг/л приво-
дило к транспозиции ISAba1, расположенного перед геном 
бета-лактамазы [80]. В результате экспрессия гена бета-
лактамазы увеличивалась в 20 раз по сравнению с экспрес-
сией гена в отсутствии антибиотика. Данный механизм 
транспозиции IS-элементов играет регуляторную роль в 
формировании устойчивости к карбапенемам. 

У грамотрицательных бактерий описаны примеры IS-
элементов, несущих последовательность сильного промото-
ра, обеспечивающего эффективную экспрессию одного или 
нескольких ассоциированных с ними генов антибиотикоре-
зистентности. Инсерционные последовательности могут пе-
ремещать гены резистентности в составе единого составно-
го транспозона – фрагмента ДНК, ограниченного двумя ко-
пиями IS-элементов. Так, гены бета-лактамаз ТЕМ-типа, 
включая гены БЛРС и устойчивых к ингибиторам бета-

лактамаз вариантов, всегда обнаруживаются либо в составе 
транспозонов Tn1, Tn2, Tn3, либо в их фрагментах, либо в их 
гибридах [81]. Описан гибридный транспозон Tn1331, несу-
щий гены антибиотикорезистентности, являющийся произ-
водным транспозона Tn3 и интегрона класса 1 [82]. 
Достаточно часто встречаются гибридные элементы, сход-
ные в отдельных своих частях с транспозонами Tn1331, Tn1 
или Tn2, в том числе в ассоциации с генами blaKPC [83]. 
Транспозон Tn4401, несущий разные варианты генов карба-
пенемаз KPC-типа, также принадлежит к большому семей-
ству Tn3, но имеет низкую степень гомологии с другими 
представителями этого семейства. Известно несколько ва-
риантов Tn4401, у которых описаны два промотора, управ-
ляющие экспрессией гена blaKPC [84]. Роль промоторов, 
расположенных перед генами бета-лактамаз, была показана 
и для экспрессии бета-лактамаз других типов [85]. 

Гены бета-лактамаз могут располагаться на плазмидах 
как независимые структуры, так и в составе сложных инте-
гронов. Показано, что основным фактором, индуцирующим 
экспрессию генов антибиотикорезистентности, является 
присутствие молекул антибиотиков [85, 86]. Эксперимен- 
тально продемонстрирована индукция экспрессии генов 
бета-лактамаз различными группами бета-лактамов, вклю-
чая цефалоспорины [85, 87], оксациллины [88] и карбапене-
мы [86]. Например, Zhao et al. в своей работе изучали регу-
ляцию экспрессии клинически значимых пенициллиназ, 
БЛРС и карбапенемаз у штаммов K. pneumoniae. Было по-
казано, что экспрессия ферментов ТЕМ-1, CTX-M-14, SHV-
11 и OXA-1 (но не КРС-2) в значительной степени индуциро-
валась цефотаксимом и пенициллином. Однако после до-
полнительной обработки клозантелом (салициланилидный 
антигельминтик, который является доказанным ингибито-
ром бактериальных гистидинкиназ) уровни мРНК, соответ-
ствующие вышеперечисленным ферментам, резко снижа-
лись в зависимости от дозы препарата. На основе получен-
ных результатов авторы сделали вывод, что экспрессия 
бета-лактамаз ТЕМ-, SHV, CTX-M- и OXA-типов у клиниче-
ских штаммов K. pneumoniae может быть индуцибельной и, 
вероятнее всего, регулируется посредством ГК-зависимых 
ДКРС [89].

 Методы определения экспрессирующихся генов 
антибиотикорезистентности
Молекулярно-генетические методы, основанные на опре-

делении полной или частичной последовательности нуклео-
тидов генетических детерминант антибиотикорезистентно-
сти, широко применяются при изучении бактерий, рези-
стентных к антибиотикам. Ограничением большинства из 
этих методов является то, что они выявляют определенные 
генетические детерминанты, ассоциированные с антибио-
тикорезистентностью, но не отвечают на вопрос, экспресси-
руются ли они. Это может приводить к ложноположительным 
результатам детекции антибиотикорезистентных бактерий. 
Например, недавно были описаны штаммы бактерий, несу-
щих гены антибиотикорезистентности, в том числе хромо-
сомные гены бета-лактамаз, но фенотипически чувствитель-
ных к антибиотикам [21, 90]. Такие гены могут быть ассоции-
рованы с неактивными промоторами и поэтому не экспрес-
сироваться. Но при этом бактерии могут передать гены ан-
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тибиотикорезистентности другим бактериям, имеющим эф-
фективные промоторы [91, 92]. Бактерии с «молчащими», 
неэкспрессирующимися генами устойчивости к антибиоти-
кам пока мало исследованы. 

Методы определения экспресирующихся генов в боль-
шинстве своем основаны на выявлении транскриптов этих 
генов в пуле общей РНК, путем получения из нее библиотек 
кДНК (комплементарной ДНК) в реакции обратной транс-
крипции, с использованием полимеразной цепной реакции 
(ПЦР). Первые разработанные методы анализа РНК-
транскриптов были основаны на электрофоретическом раз-
делении продуктов амплификации с использованием допол-
нительных программ для анализа цифровых изображений 
[90, 92], однако чувствительность и точность этих методов 
была низкой. В таблице представлены примеры опублико-
ванных научных работ, посвященных данной проблеме.

РНК-секвенирование
Для определения полных последовательностей экспрес-

сируемых генов разработаны технологии РНК-
секвенирования. Они используются для изучения структуры 
РНК, механизмов процессов трансляции, анализа диффе-
ренциальной экспрессии генов, включая механизмы экс-
прессии генов в единичных клетках [93]. Для обогащения 
фракции общей РНК можно проводить отбор поли-dАTP-
содержащих мРНК с помощью магнитных или целлюлозных 
бусин, на которых иммобилизованы праймеры, содержащие 

олиго-dTTP-участки [94]. Библиотеки кДНК секвенируют с 
использованием различных высокопроизводительных плат-
форм, например Illumina. Затем проводится обработка ре-
зультатов, включающая выравнивание последовательно-
стей, сборку транскриптома, нормализацию и статистиче-
ский анализ значимости изменений в уровнях экспрессии 
отдельных генов или выбранной группы генов [95]. Основной 
проблемой РНК-секвенирования являются возможные 
ошибки, возникающие в процессе реакции обратной транс-
крипции, трудоемкость процедуры анализа математической 
обработки результатов и трудности выбора референсного 
генома для нормировки результатов. Эффективность секве-
нирования длинных РНК-транскриптов с поли-А-концом 
может снижаться в зависимости от удаленности гена от по-
линуклеотидной последовательности, что приводит к зани-
женным результатам и не позволяет определять слабо экс-
прессирующиеся гены.

В настоящее время появились технологии мономолеку-
лярного прямого секвенирования РНК (Direct RNA 
Sequencing – DRSTM), развиваемые компанией Helicos [98]. 
Этот метод предполагает секвенирование РНК c использо-
ванием массово-параллельных технологий без дополнитель-
ной модификации образца в реакциях обратной транскрип-
ции, лигирования, амплификации и др. 

С помощью РНК-секвенирования была изучена экспрес-
сия генов карбапенемаз KPC-2 и NDM-1 у гипервирулентных 

Таблица. Молекулярно-генетические методы изучения экспрессии генов антибиотикорезистентности

Метод Объекты и цель исследования Полученные результаты Ссылка
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Оценивали измерение экспрессии генов карбапенемазы NDM и 
эффлюксных насосов MexAB-OprM у штаммов P. aeruginosa, 
содержащих названные генетические детерминанты в разных 
сочетаниях, при культивировании в присутствии меропенема 
(1 мг/мл). РНК выделяли из клеток каждые 45 мин в течение 6 ч

Показано, что эффлюксные насосы первыми реагируют 
на воздействие меропенема и обеспечивают выживание 
бактерий в присутствии меропенема

Choudhury, 2016 
[100]

Изучали экспрессию хромосомного гена ampC в клинических 
штаммах E. coli

Уровень экспрессии гена был увеличен в штаммах, содержащих 
мутации в промоторе гена AmpC, и умеренно увеличивался 
при наличии мутации в области Pribnow box гена AmpC

Coverc, 2003 [107]

Были изучены штаммы K. pneumoniae с делецией размером 
30 п.н., расположенной ниже промотора гена blaSHV-1

Обнаруженная делеция вызывала 15-кратное увеличение 
экспрессии гена бета-лактамазы SHV-1 по сравнению 
с обычным промотором

Coverc, 2006 [108]

Изучали ответ клеток штамма E. coli, продуцирующего бета-
лактамазу CTX-M-1, на действие цефотаксима в концентрациях 
0–512 мг/л в зависимости от фазы роста культуры, 
концентрации антибиотика и локализации гена 

Экспрессия гена blaСТХ-М-1 увеличивалась при увеличении 
концентрации антибиотика. При хромосомной локолизации гена 
уровень экспрессии бета-лактамазы был повышен по 
сравнению с таковым при плазмидной локализации

Kjeldsen, 2015 [85]

Изучали формирование множественной лекарственной 
устойчивости у A. baumannii при пассировании на имипенеме. 
Всего было изучено 18 штаммов, включая 12 мутантных, 
полученных из чувствительных штаммов

Показаны различия в уровнях экспрессии генов blaOXA-51, 
ampC и эффлюксных насосов у трех мутантных штаммов. 
Установлено, что имипенем индуцирует формирование 
множественной лекарственной устойчивости у штаммов 
A. baumannii

Kuo, 2012 [86]

Изучали механизм устойчивости к имипенему у штаммов 
A. baumannii, имеющих инсерционную вставку ISAba1 перед 
геном бета-лактамазы OXA-95

Экспрессия гена blaOXA-95 увеличивалась в 200 раз при 
культивировании штамма в присутствии 0,5 мг/л имипенема по 
сравнению с уровнем экспрессии гена в отсутствии антибиотика

Kuo, 2014 [80]

Определяли транскрипционный ответ у 169 штаммов E. coli, 
несущих нескольких генов бета-лактамаз, на воздействие 
цефалоспориновых антибиотиков

Ген blaSHV-148 транскрибировался на базальном уровне в 
отсутствии антибиотического стресса. Экспрессия генов 
blaCTX-M и blaSHV-148 увеличивалась в присутствии 
цефтриаксона; гена blaPER-1 – в присутствии цефтазидима

Maurya, 2016 [87]

Изучали связь гиперэкспрессии гена ampC в штаммах E. coli 
и механизм их устойчивости к цефалоспоринам на выборке 
из 49 изолятов

Не было обнаружено связи между устойчивостью штаммов к 
цефокситину и гиперэкспрессией хромосомного гена бета-
лактамазы AmpC

Paltansing, 2015 
[109]

Из 900 изолятов грамотрицательных бактерий (E. coli, 
P. aeruginosa и Acinetobacter spp.) с помощью метода Carba NP 
были отобраны карбапенемрезистентные, несущие гены бета-
лактамаз NDM-1 и NDM-5

Показано повышение экспрессии генов blaNDM-1 и blaNDM-5 
при культивировании клеток в присутствии карбапенемов – 
имипенема, меропенема и эртапенема

Paul, 2017 [101]
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штаммов K. pneumoniae в присутствии карбапенема имипе-
нема [96, 97].

ПЦР в режиме реального времени
Наиболее часто при изучении экспрессии генов антибио-

тикорезистентности используется метод ПЦР в режиме ре-
ального времени, который позволяет детектировать нако-
пление продукта амплификации по активности флуорес-
центных меток. Для мониторинга флуоресценции во время 
реакции используют неспецифические красители, включая 
SYBR Green или Eva Green, а также специфические после-
довательности праймеров, содержащие флуоресцентные 
красители. Количественную оценку проводят по определе-
нию порогового цика (Ct) – количества циклов реакции ам-
плификации, которое требуется для получения флуорес-
центного сигнала, значимо отличающегося от фонового [99]. 
Метод характеризуется меньшим коэффициентом вариации 

по сравнению с оценкой по конечной точке, которая принята 
в ПЦР классического формата. Основным отличительным 
преимуществом ПЦР в режиме реального времени является 
простота выполнения, отсутствие дополнительных манипу-
ляций с ампликоном после окончания реакции, возможность 
совмещения амплификации с реакцией обратной транс-
крипции, однако эффективность определения мРНК при 
этом снижается. Несмотря на привлекательность данного 
метода, он обладает рядом сложностей в своей реализации: 
низкая воспроизводимость результатов при низких концен-
трациях ДНК-матрицы, фоновая флюоресценция образца, 
вследствие чего возникают трудности определения слабо 
экспрессирующихся генов. Специфичность амплифициро-
ванного ПЦР-продукта при использовании интеркалирую-
щих красителей, таких как SYBR Green, подтверждают по 
наличию только одного пика его кривой плавления. Данный 
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ие Изучали экспрессию генов в гипервирулентном штамме 
K. pneumoniae, содержащем плазмиду p24835-NDM5 с геном 
карбапенемазы NDM-5

У 683 генов, отвечающих за метаболизм углеводов, биосинтез 
капсул и вирулентность, зафиксирована дифференциальная 
экспрессия: у 107 генов отмечено увеличение экспрессии, 
а у 576 – снижение

Long, 2019 [97]

Изучали экспрессию генов при воздействии имипенема на 
штамм E. coli, в который была трансформирована плазмида из 
клинического штамма K. pneumoniae, содержащая гены 
антибиотикорезистентности

Наиболее экспрессируемыми были гены, отвечающие за 
антибиотикорезистентность (blaKPC-2, blaTEM, aph(3’)-I); 
наибольшее увеличение экспрессии было отмечено для 
хромосомных генов, отвечающих за окислительный стресс

Jousset, 2018 [96]
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Изучали изменение экспрессии генов в биопленках 
P. aeruginosa под действием субингибирующих концентраций 
имипенема на биочипах высокой плотности

Идентифицированы 34 гена, экспрессия которых в биопленке 
снижалась или увеличивалась более чем в 5 раз после 
воздействия имипенема по сравнению с экспрессией в 
отсутствии антибиотика. Наиболее сильно увеличивалась 
экспрессия хромосомного гена ampC и генов, кодирующих 
биосинтез альгината

Bagge, 2004 [110]

Изучали транскрипционный ответ бактерий Burkholderia 
pseudomallei in vivo в легких инфицированных мышей под 
действием цефтазидима по сравнению с таковым in vitro

Идентифицировано 1688 транскрипционно-активных 
бактериальных генов, уникальных для лечения in vivo, из них 
591 генов дифференциально экспрессировались при лечении 
цефтазидимом, в том числе гены пенициллинсвязывающих 
белков и бета-лактамаз (penA). In vitro только 186 генов 
по-разному реагировали на обработку цефтазидимом

Cummings, 2017 
[111]
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Изучали синергетическое действие байкалеина и цефотаксима 
против K. pneumoniae

Исследование показало, что байкалеин проявляет 
синергетическую активность в сочетании с цефотаксимом 
против некоторых штаммов K. pneumoniae, что связано с 
ингибированием экспрессии мРНК гена blaCTX-M-1

Cai, 2016 [112]

Изучали причины отсутствия экспрессии генов 
антибиотикорезистентности blaOXA-2, aadA1, sul1 и tetA, 
находящихся под интактными промоторами штаммов E. coli на 
плазмиде pVE46

Показана обратимость процесса отсутствии экспрессии 
при перемещении плазмиды в другой штамм. Высказано 
предположение о существовании неизвестной формы контроля 
транскрипции, которая перекрывает стандартные 
транскрипционные сигналы, чтобы выключить экспрессию 
генов. Эти данные свидетельствуют о том, что 
неэкспрессируемые гены резистентности могут встречаться 
в дикой природе и, следовательно, иметь клинические 
последствия

Enne, 2006 [92]

Изучали экспрессию гена blaSHV у изолятов K. pneumoniae, 
чувствительных к ампициллину

Показано, что чувствительные штаммы могут содержать 
неэкспрессирующиеся (молчащие) гены бета-лактамаз Fu, 2007 [90]

Оценивали влияние акрифлавина на перемещение 
инсерционной последовательности ISAba1 в клинических 
изолятах A. baumannii с акцентом на изменение уровней 
экспрессии генов blaADC и blaOXA-51

Зафиксировано встраивание ISAba1 выше генов бета-лактамаз, 
что вызывало увеличение экспрессии этих генов. Утрата ISAba1 
из области выше генов blaADC и blaOXA-51 приводила к 
значительному снижению экспрессии первого гена и, в меньшей 
степени, второго. Сделан вывод, что перемещение IS-элемента 
ISAba1 в хромосоме A. baumannii может быть важным 
регуляторным механизмом, используемым бактерией в 
определенных стрессовых условиях для повышения экспрессии 
генов антибиотикорезистентности

Lopes, 2011 [77]
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Изучали 224 чувствительных к антибиотикам штаммов 
K. pneumoniae на наличие неэкспрессирующихся генов 
антибиотикорезистентности

Неэкспрессирующийся ген бета-лактамазы SHV, находящийся 
под интактным промотором, был обнаружен в 5 чувствительных 
к бета-лактамам штаммах

Li, 2014 [21]
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метод позволяет выявлять различия в экспрессии генов на 
уровне 20–30%. Данный метод был использован во многих 
работах по изучению изменений уровней экспрессии генов 
бета-лактамаз NDM-, CTX-M-, SHV-типов [85, 87, 100, 101].

Гибридизационный анализ на ДНК-чипах 
ДНК-чипы представляют собой носители небольшой пло-

щади, на которые нанесены в определенном порядке корот-
кие олигонуклеотидные зонды, комплементарные участкам 
последовательностей определяемых генов [102, 103]. 
Существуют различные технологии идентификации нуклео-
тидных последовательностей, наиболее распространенной 
является аллель-специфическая гибридизация исследуемой 
ДНК-мишени с одним или несколькими иммобилизованны-
ми зондами. Данная технология с использованием ДНК-
чипов высокой плотности, включающих десятки тысяч оли-
гонуклеотидных зондов, показала свою эффективность в 
профилировании мРНК, мониторинге экспрессии большого 
количества генов и даже целых геномов [103, 104]. Впервые 
технология ДНК-чипов высокой плотности с использованием 
коротких олигонуклеотидных зондов была применена компа-
нией Affymetrix. Она была основана на одновременном те-
стировании двух образцов, один из которых является образ-
цом сравнения. Для сравнительного анализа использовали 
два типа флуоресцентных красителей, что позволяло опре-
делить соотношение уровней мРНК у двух образцов одно-
временно. Для повышения специфичности анализа при 
идентификации генов использовали до 10 различных олиго-
нуклеотидных зондов. Результатом высокопроизводитель-
ного сравнительного анализа на ДНК-чипах высокой плот-
ности является определение направления изменения экс-
прессии наборов генов (увеличение или подавление экс-
прессии) в тех или иных условиях. Результат не является 
количественным. ДНК-чипы применяются также для изуче-
ния механизмов действия лекарственных препаратов на 
клетки и изменения экспрессии определенных генов [103]. 

 Ограничением метода гибридизационного анализа на 
ДНК-чипах является достаточно узкий динамический диапа-
зон обнаружения, находящийся в интервале двух или трех 
порядков величины концентраций [102]. Данный метод, как и 
рассмотренные ранее, требует оптимизации нормировки экс-
периментальных данных для корректного сравнения резуль-
татов, полученных при тестировании разных образцов. Кроме 
того, неспецифическая гибридизация близкородственных 
генов может приводить к высоким фоновым значениям и 
снижать динамический диапазон регистрируемых сигналов. 
Однако возможность проведения мультиплексного анализа 
большого количества генов с полной автоматизацией про-
цесса является явным преимуществом данной технологии.

 Для определения экспрессии единичных генов возможно 
использование ДНК-чипов низкой плотности, содержащих 
до нескольких десятков специфических олигонуклеотидных 
зондов. Такие биочипы разработаны для идентификации 
генов бета-лактамаз [105, 106], однако для количественного 
определения экспрессии генов пока не применялись. 

Заключение
Устойчивость бактерий к антибиотикам эволюционно воз-

никла как защитная система от собственных и чужих анти-
бактериальных соединений. Благодаря горизонтальному 

переносу генов бактерии приобретали новые свойства и 
развивали свой потенциал устойчивости к внешним воздей-
ствиям. Встраивание генов устойчивости в хромосомы и 
плазмиды опосредовано участием мобильных и интегратив-
ных элементов. Активное применение антибиотиков челове-
ком для лечения и профилактики инфекционных заболева-
ний человека и животных привело к экспоненциальному 
росту резистентности у бактерий, сочетанию различных ме-
ханизмов резистентности и появлению множественной, экс-
тремальной и панрезистентности. Появление патогенов, во-
оруженных множественными механизмами антибиотикоре-
зистентности, существенно осложнило выбор адекватной 
антимикробной терапии. Понимание этих механизмов важно 
для поиска новых способов преодоления резистентности и 
повышения эффективности уже используемых в настоящее 
время антибиотиков.

При изучении мультирезистентных бактерий основными 
являются вопросы, все ли генетические детерминанты рези-
стентности экспрессируются, какие механизмы использует 
для этого бактериальная клетка, как можно предотвратить 
индукцию генов резистентности. Для решения этих задач 
разрабатываются количественные методы определения экс-
прессии генов. Из-за многообразия и сложности механизмов 
резистентности они должны характеризоваться достаточно 
высокой мультиплексностью и производительностью. К наи-
более высокопроизводительным относятся РНК-
секвенирование и ДНК-чипы; метод ПЦР в режиме реально-
го времени относится к среднепроизводительным. Несмотря 
на многообразие уже разработанных методов, существуют 
технические проблемы, не до конца решенные к настоящему 
времени: нестабильность образцов РНК; наличие в образ-
цах РНК остаточных количеств ДНК; необходимость выбора 
адекватных референсных генов для нормирования результа-
тов; необходимость оценки погрешности при количествен-
ных измерениях с учетом сложности пробоподготовки для 
анализа РНК-транскриптов; трудоемкость процесса; необхо-
димость адаптации методов для применения в клинической 
практике. Поэтому актуальной остается разработка новых 
подходов для количественного определения экспрессирую-
щихся генов резистентности в клетках бактерий – возбуди-
телей инфекций.
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Н о в о с т и  н а у к и

Эволюция микробных заболеваний

Геномы микробов принципиально отличаются от геномов 
многих животных и растений. Обычно 90% их генома коди-
рует белки или структурную РНК, тогда как только 1,1% ге-
нома человека представляет собой кодирующую последова-
тельность.

По состоянию на 2011 г. было секвенировано более 1500 
бактериальных и более 100 архейных геномов. 

Развитие микробных заболеваний может происходить 
быстро и приводить к появлению различных штаммов одно-
го и того же вида. Например, существуют как патогенные, 
так и непатогенные штаммы Escherichia coli. Штаммы могут 
различаться на 36%, т.е. больше, чем некоторые виды жи-
вотных отличаются друг от друга.

Сравнительно быстрая и эффективная эволюция микро-
бов возможна благодаря обычно небольшому размеру гено-
ма, скорости мутаций и горизонтальной передаче генов.

Хотя эволюция болезнетворных микробов обычно направлена на повышение их патогенности, патогенность может быть 
неожиданной. Потеря генов и сокращение генома произошли у нескольких специфичных для человека патогенов, таких как 
Yersinia pestis. У возбудителя чумы 3,7% генома неактивны. Другой пример – Mycobacterium leprae, вызывающая проказу, у 
которой примерно половина генома состоит из неактивных и фрагментированных генов. У ряда микробов локусы CRISPR 
работают как форма адаптивного иммунитета. Это позволяет микробам сохраняться.

Развитие новых микробных заболеваний обычно происходит двумя способами: смена хозяев и увеличение круга хозяев. 
Первый относится к микробам, которые эволюционируют с целью размножения в новом хозяине, второй относится к увели-
чению числа видов хозяев, которые микроб может заразить.

Анализ штаммов вида Y. pestis выявил его происхождение из Китая, с линиями, специфичными для стран и регионов, 
которые развиваются по мере распространения по миру. Первоначальный вид Y. pestis возник в результате редукции генома 
и потери генов от гораздо более генетически разнообразного предка.

В некоторых случаях можно спрогнозировать развитие микробных заболеваний, чтобы лучше управлять вспышками. 
Вирус гриппа следует модели прерывистого равновесия эволюции, что означает, что есть периоды стабильности, за кото-
рыми следуют периоды быстрой эволюции. Кроме того, отслеживание эволюционной истории штаммов показало, что штам-
мы, скорее всего, возникают в Юго-Восточной Азии, а не сохраняются локально в периоды стабильности. Знание этого 
может помочь в борьбе с распространением вируса и в быстрой разработке новых вакцин для борьбы с новыми штаммами.

Understanding the Evolution of Microbial Disease [Electronic resource].
News-Medical.net. 2020.  

URL: https://www.news-medical.net/life-sciences/Understanding-the-Evolution-of-Microbial-Disease.aspx
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Разработка кандидатных вакцин против 
инфекции, вызванной шига-токсин-
продуцирующими Escherichia coli. Часть 2
Э.А.Светоч, И.А.Дятлов, Н.Н.Карцев, Б.В.Ерусланов, М.Е.Канашенко, Н.К.Фурсова

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Профилактика и лечение геморрагического колита (ГК) и гемолитико-уремического синдрома (ГУС), вызываемых 
шига-токсин-продуцирующими Escherіchіa colі (STEC), продолжают оставаться одной из проблем общественного здра-
воохранения. Основная причина проблемы – отсутствие вакцинных препаратов и противопоказания для применения 
этиотропных антибактериальных средств лечения данной инфекции. Перспективное научное направление по созда-
нию специфических средств защиты населения от STEC-инфекции – это разработка субъединичных рекомбинантных 
вакцин. Как показывает анализ результатов экспериментальных исследований, представленных в данном обзоре, 
эффективные субъединичные вакцины против STEC-инфекции можно создать на основе известных для возбудителей 
ГК и ГУС иммуногенных детерминант – протеинов EspA, EspB, Tir, интимина, а также антигена H7 O157:H7 и неток-
сичных протеинов A и B субъединиц шига-токсинов Stx1 и Stx2. Используя указанные эпитопы, конструируют три типа 
субъединичных вакцин: антибактериальные, защищающие макроорганизм от системной интоксикации шига-
токсинами, и вакцины, индуцирующие одновременно формирование антибактериального и антитоксического иммуни-
тета. Поскольку перечисленные выше эпитопы обладают слабой иммуногенностью, для ее увеличения, как правило, 
конструируют сложные химерные антигенные структуры, содержащие белки-индукторы, существенно увеличивающие 
иммунный ответ на целевые специфические эпитопы. Для увеличения иммуногенности эпитопов STEC также широко 
используют минеральные адъюванты. Все три типа создаваемых кандидатных субъединичных вакцин при подкожной, 
внутримышечной и интраназальной аппликации антигенов индуцируют у животных образование специфических анти-
тел классов IgG и секреторных IgA и защищают их от заражения STEC-штаммами. 
Ключевые слова: STEC, геморрагический колит, иммунодоминантные антигены, шига-токсины, EspA, EspB, Tir, инти-
мин, IgG, sIgA

Для цитирования: Светоч Э.А., Дятлов И.А., Карцев Н.Н., Ерусланов Б.В., Канашенко М.Е., Фурсова Н.К. Разработка кандидатных вакцин 
против инфекции, вызванной шига-токсин-продуцирующими Escherichia coli. Часть 2. Бактериология. 2020; 5(3): 47–59. DOI: 10.20953/2500-
1027-2020-3-47-59

Development of candidate vaccines against infection caused 
by shiga-toxin producing Escherichia coli. Part 2

E.A.Svetoch, I.A.Dyatlov, N.N.Kartsev, B.V.Eruslanov, M.E.Kanashenko, N.K.Fursova

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation

Prevention and treatment of hemorrhagic colitis (HC) and hemolytic uremic syndrome (HUS) caused by Shiga-toxin producing 
Escherichia coli (STEC) continues to be a public health concern. The main reason for the problem is the lack of vaccines and 
lack of evidence for using of antibacterial etiotropic drugs to treat this infection. A promising scientific approach to create specific 
agents against STEC infection is the development of subunit recombinant vaccines. The analysis of experimental studies 
presented in this review shows that effective subunit vaccines against STEC infection can be created on the basis of known 
immunogenic determinants of HC and HUS causative agents – EspA, EspB, and Tir proteins, intimin, as well as H7 antigen of 
E. coli O157:H7 and nontoxic proteins of Shiga toxins Stx1 and Stx2 A and B subunits. Using these epitopes, three types of 
subunit vaccines are designed: antibacterial vaccine, vaccine protecting the macroorganism from systemic intoxication caused 
by Shiga toxins, and vaccines that simultaneously induce the antibacterial and antitoxic immunity. Since the epitopes listed 
above are weak immunogenic, to increase their immunogenicity, complex chimeric antigenic structures containing protein 
inducers are constructed that significantly increase the immune response to target specific epitopes. Mineral adjuvants are also 
widely used to increase the immunogenicity of STEC epitopes. All three types of created candidate subunit vaccines, at 
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В предыдущей части обзора нами были рассмотрены все 
основные типы кандидатных вакцин, за исключением 

субъединичных рекомбинантных, создаваемых в настоящее 
время против STEC-инфекции человека [1]. Данное сообще-
ние посвящено анализу субъединичных рекомбинантных 
вакцин, как одному из наиболее популярных и привлека-
тельных на сегодня научных направлений по конструирова-
нию специфических препаратов против геморрагического 
колита (ГК) и гемолитико-уремического синдрома (ГУС), 
вызываемых у человека шига-токсин-продуцирующими 
штаммами Escherіchіa colі (STEC).

При конструировании кандидатных субъединичных вак-
цин используют методы генетической инженерии, которые 
позволяют в сравнительно короткие сроки клонировать гены 
протективных антигенов и, используя экспрессирующие век-
торы, создавать штаммы-продуценты целевых антигенов, 
нарабатывать и испытывать антигены в экспериментах in 
vitro и in vivo. Методы генетической инженерии позволяют 
также создавать вакцинные препараты на основе не только 
отдельных иммуногенных детерминант (эпитопов), но и 
сложных слитных (химерных) белковых антигенов, совме-
щающих в себе несколько протективных эпитопов, обеспе-
чивающих защиту макроорганизма на основных стадиях 
патогенеза STEC-инфекции: на стадии адгезии и колониза-
ции и на стадии системной интоксикации шига-токсинами. 
В состав химерных белков могут быть включены, помимо 
специфических целевых антигенных детерминант, и белки, 
способные увеличивать иммунный отклик на целевые анти-
гены, например на слабоиммуногенные А- и В-субъединицы 
шига-токсинов Stx1 и Stx2. Полученные генно-инженерными 
методами антигены позволяют исследователю испытывать 
их иммуногенные свойства в самых разных комбинациях и 
выбирать наилучшие из них для конструирования субъеди-
ничных вакцин. Для конструирования кандидатных вакцин 
экспериментаторы чаще всего используют хорошо изучен-
ные иммуногенные детерминанты энтерогеморрагических 
E. coli (EHEC) – интимин, EspA, EspB, Tir, детоксицирован-
ные А- и нетоксичные белки В-субъединиц шига-токсинов 
Stx1 и Stx2. Испытываются также и вновь открываемые у 
различных патогенов E. coli кандидатные протективные ан-
тигены.

Ниже мы представляем краткий анализ некоторых инте-
ресных, на наш взгляд, экспериментальных работ по изуче-
нию различных по рецептурному составу кандидатных субъ-
единичных вакцин против STEC(EHEC)-патогенов, разрабо-
танных в последние два десятилетия.

Субъединичные вакцины
Иммуногенные и протективные свойства субъединичных 

(рекомбинантных) вакцин исследователи испытывали, как 
правило, либо на лабораторных моделях (чаще на мышах 
линии BALB/c), либо на сельскохозяйственных животных.

Субъединичные вакцины на основе интимина и про-
теинов системы III типа секреции EHEC

В 1999 г. Gansheroff et al. доказали, что только антитела к 
полной молекуле интимина или к его C-терминальному 
концу (~280 а.к.) EHEC-серотипа O157:H7 способны in vitro 
блокировать или снижать адгезию клеток гомологичного 
серотипа к линии эпителиальных клеток человека HEp-2 [2]. 
Авторы установили также, что антитела к интимину E. coli 
O157:H7 могут блокировать адгезию к HEp-2 некоторых дру-
гих (но не всех) штаммов EHEC-серотипов О55:Н7, О111:Н11 
и О157:Н11. Такая избирательность антиадгезивных свойств 
антител к интимину E. coli О157:Н7 зависела, как оказалось, 
от различия аминокислотных последовательностей С-конца 
интимина у испытанных гетерологичных штаммов E. coli. 
Поэтому в большинстве последующих работ исследователи 
чаще всего в качестве иммуногенного и протективного анти-
гена использовали интимин-гамма (γ), ассоциированный с 
высокопатогенным для человека эпидемически важным 
штаммом EHEC-серотипа О157:Н7. 

Об эффективности иммуногенных и протективных 
свойств рекомбинантного интимина (Int 261), продуцируемо-
го растительными клетками трансгенного табака, сообщили 
Judge et al., которые показали, что однократная внутрибрю-
шинная иммунизация мышей линии BALB/c рекомбинант-
ным интимином индуцировала у животных мощный сыворо-
точный (IgG) и секреторный мукозальный (sIgA) иммунный 
ответ [3]. Хороший мукозальный (но не сывороточный) ответ 
был получен также у мышей после трехкратного скармлива-
ния им трансгенных (Int 261+) клеток табака или трансген-
ных клеток табака вместе с протеином В-субъединицы хо-
лерного токсина в качестве адъюванта. Однако наилучший 
мукозальный ответ у животных был получен при однократ-
ной внутрибрюшинной иммунизации мышей препаратом Int 
261 и скармливании им трансгенных (Int 261+) клеток табака 
и химически очищенного препарата В-субъединицы холер-
ного токсина. Все иммунизированные рекомбинантным ин-
тимином животные были лучше защищены от перорального 
заражения их штаммом E. coli O157:Н7: концентрация и про-
должительность выделения патогена с фекалиями у них 
были существенно меньше, чем у контрольных (неиммуни-
зированных) мышей.

В работе Babiuk et al. мышей линии BALB/c иммунизиро-
вали рекомбинантными белками Tir и EspA двумя способа-
ми: интраназальным и подкожным [4]. Было показано, что 
интраназальная иммунизация указанными протеинами со-
вместно с адъювантами – В-субъединицей холерного токси-
на или олигонуклеотидом CpG – индуцировала у животных 
образование высоких титров специфических сывороточных 
IgG-антител и лишь незначительное количество sIgA-
антител, обнаруживаемых в фекалиях отдельных животных. 
Подкожная иммунизация мышей теми же антигенами вызы-
вала у них мощный гуморальный отклик и не индуцировала 
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мукозального ответа. В то же время иммунизированные и 
интраназально, и подкожно белками Tir и EspA мыши оказа-
лись защищенными от перорального заражения штаммом 
E. coli O157:Н7. У животных, иммунизированных подкожно, в 
фекалиях вообще не обнаруживали клеток патогена, несмо-
тря на то, что в содержимом их кишечника отсутствовали 
секреторные IgA. У животных, иммунизированных интрана-
зально, количество выделяемых в фекалиях E. coli O157:Н7 
было существенно снижено по сравнению с контрольными 
(неиммунизированными) животными. На основании полу-
ченных результатов авторы высказали предположение, что у 
мышей, иммунизированных подкожно, колонизация кишеч-
ного тракта патогеном была предотвращена за счет IgG-
антител, трансдуцировавшихся в кишечную трубку из крове-
носного русла животного. Авторы сделали весьма интерес-
ный вывод: для предупреждения колонизации патогеном 
E. coli O157:Н7 кишечника мышей линии BALB/c не обяза-
тельно наличие в кишечном тракте секреторных IgA.

Cataldi et al. провели испытание влияния адъюванта 
MALP-2 (макрофаг-активирующего липопептида) на имму-
ногенные свойства рекомбинантного интимина-γ (Int 280) и 
белка EspB при интраназальной вакцинации мышей BALB/c 
[5]. В результате проведенных экспериментов было установ-
лено, что адъювант MALP-2 оказывал значительный стиму-
лирующий эффект на иммунный ответ вакцинированного 
животного: скорость образования и титры специфических 
IgG- и sIgA-антител к обоим целевым антигенам у мышей, 
вакцинированных вместе с адъювантом MALP-2, были суще-
ственно выше, чем у контрольных мышей, вакцинированных 
интимином-γ и белком EspB без адъюванта MALP-2. Важно 
отметить также, что интраназальная иммунизация антигена-
ми вместе с адъювантом MALP-2 индуцировала у мышей 
активный мукозальный иммунный ответ: специфические 
sIgA против интимина и белка EspB обнаруживали как в 
бронхиальном лаваже (в больших титрах), так и в содержи-
мом кишечника (в меньших титрах). Следует отметить еще 
один интересный факт, полученный в данной работе: у жи-
вотных, иммунизированных рекомбинантным интимином-γ 
вместе с адъювантом MALP-2, в содержимом кишечника 
обнаруживали IgG-антитела, в то время как у мышей, имму-
низированных без MALP-2, IgG-антитела отсутствовали. При 
иммунизации животных белком EspB, даже вместе с MALP-
2, IgG-антитела в кишечнике не детектировали. Однако, как 
отмечают авторы работы, количество специфических IgG в 
содержимом кишечника было в 2000 раз меньше по сравне-
нию с количеством sIgA. 

Gu et al. сконструировали и испытали трехвалентный хи-
мерный (слитный) белок, состоящий из антигенных детерми-
нант EspA, интимина и B-субъединицы шига-токсина Stx2 [6]. 
В опытах на мышах линии BALB/c было показано, что трех-
валентный химерный антиген обладал лучшими иммуноген-
ными и протективными свойствами, нежели отдельно взя-
тые антигены или их бивалентные варианты. 
Сконструированная трехвалентная рекомбинантная вакцина 
при подкожной иммунизации животных индуцировала у них 
образование специфических антител против каждого целе-
вого антигена – EspA, интимина и субъединицы Stx2B – и 
обеспечивала защиту мышей от перорального заражения их 
живыми клетками E. coli O157:Н7 и ультразвуковыми лиза-

тами этого патогена, т.е. трехвалентный химерный антиген 
индуцировал у животных формирование как антибактери-
ального (антиадгезивного), так и антитоксического адаптив-
ного иммунитета. 

Amani et al. сконструировали рекомбинантную трехва-
лентную вакцину на основе химерного белка, содержащего 
в своем составе иммуногенные детерминанты EspA, Tir и 
интимина [7]. После подкожной аппликации этой вакцины 
мышам BALB/c у них детектировали высокие титры строго 
специфических сывороточных IgG-антител к каждому из 
трех антигенов. Вакцинированные мыши были защищены 
от перорального заражения EHEC-штаммом E. coli O157:Н7, 
хотя секреторные IgA-антитела не были обнаружены ни в 
сыворотке крови, ни в фекалиях иммунизированных живот-
ных. По результатам исследования авторы работы сделали 
вывод, аналогичный тому, что ранее высказывали в своей 
работе Babiuk et al.: специфические мукозальные sIgA-
антитела не абсолютно необходимы для профилактики 
мышей линии BALB/c от колонизации их EHEC-штаммом 
E. coli O157:Н7 [4]. Авторы, как и Babiuk et al., допускают, 
что антиколонизационный эффект вакцины в эксперименте 
обеспечивался специфическими сывороточными IgG-
антителами, которые трансдуцировались через барьер 
слизистой оболочки кишечника и секретировались в про-
свет кишечной трубки, где и осуществляли свой антими-
кробный эффект.

В работах Yazdanparast et al. и Sedighian et al. были ис-
пытаны рекомбинантные бивалентные химерные антигены: 
интимин + Tir и EspA + интимин соответственно [8, 9]. Оба 
химерных антигена после подкожной иммунизации мышей 
линии BALB/c индуцировали у них образование высоких ти-
тров специфических сывороточных IgG-антител и защищали 
мышей от перорального заражения живыми клетками E. coli 
O157:Н7: у вакцинированных животных концентрация пато-
гена в фекалиях была намного ниже и выделение его закан-
чивалось в более короткие сроки, чем у контрольных (невак-
цинированных) мышей. В работе Yazdanparast et al. отмеча-
ется, что бивалентные химерные протеины по своей имму-
ногенности и протективности уступают трехвалентной вак-
цине (EspA + интимин + Tir), описанной в работе Amani et al. 
[7, 8].

Lin et al. изучили иммуногенные и протективные свойства 
бивалентного слитного белка EspA + Tir при интраназальной 
и подкожной иммунизации мышей линии BALB/c [10]. В опы-
тах на животных было показано, что интраназальная имму-
низация индуцирует у мышей как системный (IgG), так и 
мукозальный (sIgA) иммунный ответ. Мыши, иммунизиро-
ванные интраназально, были лучше защищены от перораль-
ного заражения живой культурой E. coli O157:Н7, чем мыши, 
иммунизированные подкожно. Авторы сделали заключение, 
что слитный белок EspA + Tir может рассматриваться как 
перспективная субъединичная вакцина в борьбе со STEC-
инфекцией. 

Rahjerdi et al. сконструировали четырехвалентный реком-
бинантный химерный белок, состоящий из двух антигенных 
детерминант энтеротоксигенных E. coli – (ETEC)-адгезина 
CfaB и В-субъединицы термолабильного энтеротоксина (LT) 
и двух эпитопов EHEC – интимина и В-субъединицы шига-
токсина Stx2 [11]. Полученный химерный антиген при под-
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кожной иммунизации мышей линии BALB/c индуцировал у 
них образование высоких титров специфических IgG-
антител. В опытах in vitro на CHO- и HeLa-клетках было по-
казано, что сыворотка иммунных мышей нейтрализовала 
токсическое действие как LT-, так и Stx2-токсинов. 
Иммунизированные четырехвалентным слитным антигеном 
мыши, в отличие от контрольных (неиммунизированных), 
выжили после интраперитонеального введения им смер-
тельных доз LT- и Stx2-токсинов. Авторы заключили, что 
сконструированная ими химерная иммунодоминантная 
структура, включающая в себя антигенные эпитопы адгези-
нов и В-субъединиц LT и Stx2, способна защитить животных 
одновременно от энтеротоксигенных и энтерогеморрагиче-
ских E. coli и может рассматриваться в качестве кандидат-
ной бивалентной вакцины.

Li et al. исследовали иммуногенные и протективные свой-
ства рекомбинантного протеина Paa, адгезина, впервые об-
наруженного у энтеропатогенных E. coli (EPEC), выделенных 
от свиней [12]. Этот же антиген был детектирован и у штам-
мов EHEC. При интраперитонеальной иммунизации мышей 
протеином Paa у них образовывались высокие титры спе- 
цифических сывороточных антител класса IgG. Иммунизация 
мышей антигеном Раа была эффективнее, чем иммуниза-
ция мышей интимином E. coli O157:Н7: они были лучше за-
щищены от колонизации и от гибели при пероральном за-
ражение их смертельными дозами клеток E. coli O157:Н7. 

Иммуногенные и протективные свойства адгезина инти-
мина и ведущих протеинов системы T3SS (EspA, EspB и Tir 
и других антигенов), помимо лабораторных животных, были 
изучены и в опытах на сельскохозяйственных животных: 
крупном рогатом скоте, свиньях, овцах и козах – основных 
естественных носителях шига-токсин-продуцирующих E. coli 
[13–15]. 

Так, в работах Potter et al. и Peterson et al. было показано, 
что внутримышечная или подкожная иммунизация бычков 
супернатантами, содержащими два (EspA и Tir) или четыре 
протеина (EspA, EspB, Tir и интимин), индуцировали у них 
образование высоких титров специфических IgG в сыворот-
ке крови [16, 17]. Иммунные животные были лучше защище-
ны от естественной колонизации ЕНЕС-штаммом E. coli 
O157:Н7 по сравнению с контрольными (неиммунизирован-
ными) животными: они реже инфицировались, а в случае 
заражения их фекалии содержали значительно меньшее 
количество клеток E. coli O157:Н7 по сравнению с невакци-
нированными животными.

McNelly et al. испытали на телятах иммуногенные и про-
тективные свойства жгутикового антигена H7, одного из 
адгезинов EHEC-штамма E. coli O157:Н7 [18]. При внутримы-
шечной аппликации препаратов флагеллина H7 у животных 
обнаруживали высокие титры анти-H7-специфических IgG- и 
sIgA-антител как в сыворотке крови, так и в назальных се-
кретах; в незначительных количествах оба класса антител 
обнаруживали в ректальном содержимом. Иммунизация 
телят флагеллином Н7 ректальным способом индуцировала 
у них образование sIgA-, но не IgG-антител. После перораль-
ного заражения у телят, иммунизированных внутримышеч-
но, отмечали существенное снижение концентрации E. coli 
O157:Н7 в фекалиях по сравнению с таковой у контрольных 
(неиммунизированных) животных. Ректальная иммунизация 

телят флагеллином H7 оказалась неэффективной: она не 
снижала колонизационной активности патогена в кишечном 
тракте животных. В этом эксперименте было показано 
также, что добавление антигена Н7 к вакцине, состоящей из 
комбинации рекомбинантных белков EspA, Tir и интимина, 
существенно увеличивало ее протективные свойства. При 
этом защитные свойства вакцины коррелировали с систем-
ным и мукозальным иммунным ответом на отдельные анти-
гены, входящие в ее состав. 

В аналогичных исследованиях Vilte et al. было продемон-
стрировано, что внутримышечная иммунизация телят двумя 
ключевыми колонизационными факторами ЕНЕС – 
интимином-γ и ЕspB – индуцировала у животных образова-
ние высоких титров сывороточных IgG на оба антигена [19]. 
Секреторные мукозальные IgA-антитела в сыворотке крови 
иммунизированных телят не выявлялись, однако они в зна-
чительных количествах присутствовали в слюне этих живот-
ных. После экспериментального заражения телят культурой 
E. coli O157:Н7 у иммунизированных животных отмечали 
значительное снижение концентрации выделяемого с фека-
лиями патогена по сравнению с таковой у контрольных (не-
иммунизированных) животных. Авторы делают заключение, 
что системная иммунизация крупного рогатого скота препа-
ратами интимина и EspB может рассматриваться в качестве 
перспективной стратегии по снижению носительства и рас-
пространения во внешней среде основного возбудителя ГК 
и ГУС – EHEC-серотипа O157:Н7.

Хороший иммуногенный и протективный эффект был по-
лучен при внутримышечной иммунизации овец комбиниро-
ванной вакциной, включавшей в свой состав рекомбинант-
ные антигены EHEC – протеины EspA, EspB и интимин: у 
вакцинированных животных после их перорального зараже-
ния клетками E. coli O157:Н7 было отмечено значительное 
снижение количества выделяемого с фекалиями патогена 
по сравнению с контрольными овцами, получавшими вместо 
вакцины плацебо. Эта защита животных от колонизации 
штаммом E. coli O157:Н7 коррелировала с антительным IgG-
специфическим ответом животных на каждый антиген вак-
цины [20]. 

Zhang et al. сконструировали четырехвалентную вакци-
ну – рекомбинантный слитный белок, состоящий из антиген-
ных детерминант EHEC – флагеллина Н7, пилей геморраги-
ческих E. coli (HCP), протеинов Tir и интимина (H7-HCP-Tir-
интимин), и испытали ее на козах [21]. При подкожной имму-
низации животных вакцина индуцировала у них образование 
высоких титров специфических сывороточных IgG-антител; 
в фекалиях большинства иммунизированных коз детектиро-
вали мукозальные секреторные IgA-антитела. В эксперимен-
те in vitro было показано, что сывороточные антитела против 
слитного белка H7HCPTirинтимин существенно снижали ад-
гезию клеток E. coli O157:Н7 к клеткам HEp-2. У вакциниро-
ванных животных уже на 5-й день после их перорального 
заражения клетками E. coli O157:Н7 патоген в фекалиях не 
детектировали, в то время как у контрольных (невакциниро-
ванных) животных выделение патогена продолжалось в те-
чение всего срока наблюдения (14 дней). 

Весьма интересные результаты были получены Dean-
Nystrom et al. при изучении роли пассивного специфического 
иммунитета в профилактике EHEC-инфекции [22]. Авторы 
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показали, что внутримышечная двухразовая иммунизация 
супоросных свиноматок очищенным препаратом интимина 
вместе с адъювантом индуцировала у животных образова-
ние высоких титров специфических антител к интимину как 
в сыворотке крови (1:10 000), так и в молозиве (1:100 000). 
Новорожденные поросята, получавшие молозиво от вакци-
нированных матерей в течение 8 ч после рождения, оказа-
лись защищенными от перорального заражения их культу-
рой ЕНЕС O157:Н7; у поросят не было отмечено каких-либо 
патологических изменений в кишечном тракте. Поросята, 
родившиеся от невакцинированных свиноматок, оказались 
незащищенными от заражения их E. coli O157:Н7: они забо-
левали и погибали. 

Представленные выше результаты научных исследова-
ний, полученные на лабораторных и сельскохозяйственных 
животных, свидетельствуют о возможности использования в 
качестве иммунодоминантных рекомбинантных антигенов 
белков III типа секреции EHEC – EspA, EspB, Tir, а также 
интимина, флагеллина Н7 и недавно идентифицированного 
поверхностного антигена Раа для конструирования субъеди-
ничных вакцин против EHEC-инфекции. Препараты указан-
ных антигенных детерминант или их слитные структуры 
(химерные белки), полученные генно-инженерными метода-
ми, будучи введенными животным парентерально (подкож-
но, внутримышечно, интраперитонеально) или интраназаль-
но, способны индуцировать у них системный и мукозальный 
иммунные ответы, обеспечивающие защиту макроорганиз-
ма от перорального заражения EHEC-штаммами. Важно от-
метить, что даже в том случае, когда при парентеральной 
иммунизации у животных в содержимом кишечника не уда-
ется детектировать мукозальные секреторные антитела 
класса IgA, животные остаются защищенными в разной сте-
пени от перорального заражения их энтерогеморрагически-
ми эшерихиями, возбудителями ГК и ГУС человека. Важно 
акцентировать внимание и на другом факте – колостраль-
ные (молозивные) антитела против интимина могут защи-
тить новорожденных животных от перорального заражения 
их EHEC-штаммами, т. е. пассивно приобретенный (через 
молозиво) иммунитет может быть таким же эффективным, 
как и адаптивный, индуцированный введением специфиче-
ских антигенов. 

Нельзя не отметить и факт возможного формирования 
местного интестинального мукозального иммунитета у 
мышей после скармливания им биомассы растительных 
клеток трансгенного табака, продуцирующих интимин (Int 
261), или этой биомассы вместе с адъювантом [3]. 

Кандидатные субъединичные вакцины на основе им-
муногенных детерминант шига-токсинов Stx1 и Stx2

Главным патогенетическим факторам STEC-штаммов, 
как это уже указывалось выше, являются продуцируемые 
ими шига-токсины Stx1 и Stx2, обладающие нефро-, цито-, 
энтеро- и нейротоксичностью. Поэтому вполне логичными 
являются исследования по разработке субъединичных вак-
цин, способных защитить человека от шига-токсинов E. coli. 
Особенно актуальны эти вакцины для защиты от STEC-
штаммов, у которых отсутствуют характерные для патогруп-
пы EHEC антигены T3SS, интимин и другие известные по-
верхностные антигены. К таким штаммам, например, отно-
сится высоковирулентный для человека гибридный штамм 

E. coli O104:Н4 [23]. Поэтому специфическая профилактика 
инфекции, вызываемой не-EHEC-шига-токсин-продуцирую- 
щими штаммами у людей, в настоящее время возможна 
лишь с помощью антитоксических вакцин или лечебных мо-
ноклональных антител.

Ниже мы представляем краткий анализ исследований по 
разработке антитоксических субъединичных рекомбинант-
ных вакцин на основе иммуногенных детерминант белков 
A- и В-субъединиц шига-токсинов Stx1 и Stx2. 

В 1992 г. Gordon et al. опубликовали работу по исследова-
нию иммуногенных свойств препарата генетически модифи-
цированного (нетоксичного) шига-токсина Stx2e, нативный 
аналог которого является основным патогенетическим спец-
ифичным фактором отечной болезни свиней [24, 25]. Авторы 
показали, что иммунизация свиней «генетическим» токсои-
дом Stx2e индуцировала у животных образование специфи-
ческих токсиннейтрализующих антител. В 1996 г. эти же ис-
следователи изучили протективные свойства полученного 
токсоида Stx2e в эксперименте на большой группе поросят 
[26]. Животных в возрасте 1–2 нед. вакцинировали подкож-
но дважды в дозе 50 мкг токсоида вместе с адъювантом ок-
сида алюминия (Al(OH)3). После отъема в возрасте трех 
месяцев вакцинированные поросята были заражены перо-
рально штаммом E. coli, продуцентом шига-токсина Stx2е, в 
дозе 1 × 1010 КОЕ. Вакцинированные животные оказались 
защищенными от развития отечной болезни, в то время как 
контрольные (невакцинированные) поросята заболевали и 
погибали. Таким образом, были получены доказательства 
возможности использования токсоида Stx2е, полученного 
генетическими методами, в качестве вакцинного препарата 
для профилактики свиней от отечной болезни, вызываемой 
штаммами E. coli, продуцирующими шига-токсин типа Stx2е. 

Ishikawa et al. с помощью сайт-специфического мутагене-
за гена А-субъединицы Stx1 получили нетоксичный для Vero-
клеток и мышей препарат шига-токсина Stx1 [27]. Трехкратная 
подкожная иммунизация мышей токсоидом в дозе 60 мкг 
вместе с полным адъювантом Фрейнда индуцировала у 
мышей образование антител, которые in vitro нейтрализова-
ли токсическую активность нативного шига-токсина Stx1. 
Иммунизированные токсоидом Stx1 животные оказались за-
щищенными от 100 LD50 нативного шигатоксина Stx1. Все 
контрольные (невакцинированные) мыши от этой дозы по-
гибли. Авторы работы рассматривают полученный ими пре-
парат токсоида в качестве хорошего кандидатного антиген-
ного компонента при создании антитоксической вакцины 
против Stx1-продуцирующих штаммов E. coli. 

Marcato et al. провели исследование иммуногенных и про-
тективных свойств протеина субъединицы В шига-токсина 
Stx2 в опытах in vitro и in vivo [28]. Мышей иммунизировали 
трехкратно подкожно, используя для этого либо только ре-
комбинантный протеин Stx2B (в дозе 30 мкг), либо конъюгат 
Stx2В с белком KHL (keyhole limpet hemocyanin) вместе с 
пятью различными адъювантами. Было показано, что сам по 
себе протеин субъединицы Stx2B обладает слабой иммуно-
генностью, в то время как конъюгат Stx2B + KHL индуциро-
вал у мышей образование специфических антитоксических 
антител и частично (в 10% случаев) защищал вакцинирован-
ных животных от летальной дозы голотоксина Stx2. В то же 
время добавление к конъюгату Stx2B + KHL адъювантов Ribi 
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(Synthetic trehalose dicorynomycolate), содержащего синтети-
ческую трегалозы дикориномиколат, или 2%-го гидрогеля 
алюминия существенно повышали его протективные свой-
ства. При использовании адъюванта Ribi вакцинированные 
мыши выживали в 100% случаев, а при использовании адъ-
юванта 2%-го гидрогеля алюминия сыворотки от иммунизи-
рованных животных обладали нейтрализующей Stx2 актив-
ностью и в 80% случаев защищали Ramos Вклетки от шига-
токсина. Авторы считают, что предложенный ими конъюгат 
субъединицы Stx2B с белком KHL может быть использован 
для изготовления вакцины для защиты человека от EHEC-
инфекции.

Wen et al., используя генетические методы, сконструиро-
вали рекомбинантные протеины субъединиц Stx1A и Stx2A, 
нетоксичные для Vero-клеток и для мышей линии BALB/c 
[29]. Полученными токсоидами дважды вакцинировали 
мышей внутрибрюшинно в дозе 1 мкг вместе с водно-
масляным адъювантом Titr Max Gold. После иммунизации 
животных заражали интраперитонеально нативными шига-
токсинами Stx1 и Stx2. Было показано, что образующиеся 
против токсоидов Stx1А и Stx2A антитела не обеспечивали 
перекрестной нейтрализации токсинов: мыши, вакциниро-
ванные токсоидом Stx1A, были защищены только от гомоло-
гичного Stx1 голотоксина, но не против шига-токсина Stx2, и 
наоборот, мыши, иммунизированные токсоидом Stx2A, были 
защищены от гомологичного шига-токсина и не защищены 
от шига-токсина Stx1. Мыши, иммунизированные смесью 
токсоидов Stx1A и Stx2A, были защищены от смертельных 
доз обоих токсинов. Полученные в работе данные весьма 
важны, их необходимо учитывать при разработке антитокси-
ческой субъединичной вакцины против STEC-инфекции.

С целью создания вакцины, способной нейтрализовать 
одновременно оба токсина – Stx1 и Stx2, Smith et al. скон-
струировали генетическую структуру (оперон), состоящую 
из мутантного гена stx2A и нативного гена stx1B, которая 
кодировала синтез нетоксичного для Vero-клеток и мышей 
BALB/c химерного слитного токсоида Stx2А/Stx1B [30]. 
Полученный химерный белок при внутрибрюшинной вакци-
нации мышей в дозе 4,3 мкг вместе с водно-масляным адъю-
вантом Titr Max Gold индуцировал у животных образование 
высоких титров сывороточных IgG, способных нейтрализо-
вать in vitro голотоксины Stx1 и Stx2. Иммунизированные 
Stx2А/Stx1B-токсоидом мыши при внутрибрюшинном зара-
жении их 10 LD50 каждого в отдельности голотоксина (Stx1 
или Stx2) в 100% случаев оставались живыми. При зараже-
нии вакцинированных мышей одновременно обоими токси-
нами в живых осталось 90% опытных животных. У погибших 
10% мышей в сыворотке крови отсутствовали нейтрализую-
щие антитела. Авторы работы полагают, что полученный 
ими химерный Stx2A/Stx1B-токсоид является эффективной 
кандидатной антитоксической вакциной для защиты живот-
ных и человека от широкого спектра шигатоксинов, проду-
цируемых STEC-штаммами. 

Для стимулирования иммуногенных свойств протеина 
В-субъединицы Stx2, которые, как уже отмечалось, весьма 
низкие, Tsuji et al. получили меченый гистидином протеин 
Stx2В – Stx2В-His и мутантный термолабильный энтероток-
син E. coli (mLT) с инактивированной субъединицей А, ис-
пользуя его в качестве адъюванта [31]. Авторы эксперимен-

тально показали, что у мышей, интраназально иммунизиро-
ванных только препаратом Stx2B-His, специфические анти-
тела не обнаруживаются. Однако после трехкратной интра-
назальной вакцинации препаратом Stx2В-His + mLT в сыво-
ротке крови животных детектировали высокие титры специ-
фических анти-Stx2B-IgG-антител, а в лаваже легких – при-
сутствие специфических секреторных IgA. Сыворотки им-
мунных мышей нейтрализовали голотоксин Stx2 и защища-
ли клетки HeLa от токсического действия этого токсина. 
Вакцинированные интраназально мыши после внутрибрю-
шинного заражения их смертельной дозой голотоксина Stx2 
более чем в 50% случаев остались живыми. Эффективной 
была также и подкожная иммунизация животных препара-
том Stx2B-His + mLT, однако пероральная иммунизация 
мышей даже высокими дозами Stx2B-His + mLT практически 
не индуцировала у животных иммунный ответ. Авторы за-
ключают, что протеин Stx2B-His при интраназальной имму-
низации вместе с мутантным нетоксичным LT-токсином 
могут быть использованы в качестве мукозальной вакцины 
для профилактики токсемии, вызываемой шигатоксинами 
E. coli. 

Об успешном испытании иммуногенных и протективных 
свойств антитоксической вакцины, полученной из протеина 
EspA и мутантного (нетоксического) протеина Stx2A1, сооб-
щили Cheng et al. [32]. Авторами было показано, что трех-
кратная подкожная вакцинация мышей BALB/c химерным 
белком EspA-Stx2A1 в дозе 100 мкг вместе с полным адъю-
вантом Фрейнда индуцировала у животных образование 
высоких титров специфических сывороточных IgG против 
слитного белка EspAStx2A1. Сыворотка вакцинированных 
мышей в экспериментах на клетках линии HeLa проявляла 
нейтрализующую Stx2 активность и защищала клетки от 
гибели. Химерная вакцина обладала и протективными свой-
ствами: после внутрибрюшинного заражения вакцинирован-
ных мышей смертельной дозой грубо очищенного токсина 
Stx2 19 из 20 опытных животных остались живыми. Авторы 
работы предлагают использовать полученный ими химер-
ный белок EspAStx2A1 для конструирования антитоксиче-
ской вакцины против STEC-штаммов. 

Mohawk et al. методами генетической инженерии скон-
струировали токсоид Stx2, меченый гистидином (Stx2-6H), с 
полностью инактивированной токсичностью [33]. После пя-
тикратной внутрибрюшинной иммунизации мышей токсои-
дом (суммарная доза 200 мкг) совместно с адъювантом Titr 
Max Gold у всех животных в сыворотке крови обнаруживали 
высокие титры специфических антиStx2-IgG-антител. В го-
могенатах фекалий иммунизированных мышей уровень IgG 
и sIgA был низким, антитела обнаруживали только у отдель-
ных животных. Интрагастральное введение токсоида мышам 
не увеличивало количество IgG и IgA в их фекалиях. Тем не 
менее гомогенаты фекалий 5- и 6-кратно вакцинированных 
мышей способны были инактивировать цитотоксичность 
Stx2 в эксперименте на Vero-клетках, что указывает на на-
личие в фекалиях нейтрализующих антител. При перораль-
ном заражении клетками E. coli O157:H7 мышей, в фекалиях 
которых были обнаружены нейтрализующие Stx2 антитела, 
элиминация клеток патогена происходила гораздо быстрее, 
нежели у контрольных (неиммунизированных) мышей. По 
мнению авторов, полученные ими результаты свидетель-



Разработка кандидатных вакцин против инфекции, вызванной шига-токсин-продуцирующими Escherichia coli. Часть 2

53

ствуют о целесообразности разработки токсоидной вакци-
ны, поскольку такая вакцина способна защитить человека от 
системной интоксикации шига-токсином, от развития ГК и 
ГУС, а также будет способствовать уменьшению концентра-
ции патогена в желудочно-кишечном тракте (антиколониза-
ционный эффект вакцины) заболевшего, что, в свою оче-
редь, снизит риски распространения патогена среди людей. 

Cai et al. исследовали иммуногенные и протективные 
свойства двух химерных слитных белков: ранее сконструи-
рованного ими белка Stx2В-Stx1B(2S) и вновь полученного 
белка Stx2Am-Stx1B (SAmB), в котором протеин 
А-субъединицы был лишен энзиматической активности [34]. 
Мышей BALB/c вакцинировали химерными белками внутри-
брюшинно дважды вместе с адъювантом Фрейнда. Оба хи-
мерных белка, SAmB и 2S, индуцировали у мышей образо-
вание высоких титров специфических сывороточных IgG-
антител против Stx1 и Stx2, однако титры антител, индуци-
руемые у мышей химерным антигеном SAmB, были досто-
верно выше, чем у мышей, вакцинированных антигеном 2S. 
Оба слитных протеина индуцировали также образование 
специфических сывороточных sIgA, однако титры их были 
намного ниже, чем титры IgG. Сыворотки мышей, вакцини-
рованных SAmB и 2S, защищали Vero-клетки от токсическо-
го действия шига-токсинов. Тем не менее нейтрализующая 
активность сыворотки против шига-токсина Stx2 у мышей, 
иммунизированных белком SAmB, была существенно выше, 
чем у мышей, вакцинированных белком 2S. Мыши, иммуни-
зированные антигеном SAmB, намного лучше были защище-
ны от лизата E. coli O157:Н7, содержащего шига-токсины 
Stx1 и Stx2, чем мыши, иммунизированные белком 2S. При 
внутрибрюшинном заражении мышей 10 LD50 лизата в пер-
вом случае выжило 93,3% опытных животных, во втором – 
только 26,7%. Мыши, иммунизированные SAmB, были за-
щищены в 100; 93,3 и 80% случаев при заражении их 10 LD50 
токсинов Stx1, Stx2 и Stx1/Stx2 соответственно. Авторы ра-
боты считают, что антигенные детерминанты двух субъеди-
ниц шига-токсинов Stx1B и Stx2A, совмещенные в одном 
слитном белке, способны индуцировать высокие титры ней-
трализующих антител и обеспечивать эффективную защиту 
от токсического действия шигатоксинов E. coli. Авторы по-
лагают, что сконструированный ими химерный белок 
Stx2Am-Stx1B является хорошей кандидатной вакциной про-
тив STEC-инфекции. 

Gao et al. сконструировали и испытали на мышах BALB/c 
иммуногенные и протективные свойства слитного белка с 
эпитопами трех антигенов: Stx1B, Stx2B и интимина (SSI) 
[35]. Иммунизация мышей препаратом SSI внутрибрюшинно 
дважды или трижды в дозах 25 и 50 мкг соответственно, с 
полным и неполным адъювантом Фрейнда, индуцировала у 
животных образование специфических IgG (в основном 
IgG1) антител против Stx1, Stx2 и интимина. В сыворотке 
крови обнаруживали и повышенные количества Th2-
зависимых интерлейкинов – IL4 и IL10; INF-γ у иммунизиро-
ванных мышей не детектировался. Сыворотки иммунизиро-
ванных химерным SSI-белком мышей нейтрализовали in 
vitro шига-токсины Stx1 и Stx2 и защищали от гибели клетки 
HeLa. Нейтрализующий титр анти-Stx2-антител в сыворот-
ках крови иммунных животных был существенно выше ти-
тров анти-Stx1-антител. Иммунные сыворотки животных об-

ладали также и антиадгезивными свойствами: они на 83,3% 
ингибировали адгезию клеток E. coli O157:Н7 к эпителиаль-
ным клеткам человека Hep-2. При изучении протективных 
свойств химерного белка было показано, что трижды имму-
низированные мыши, зараженные перорально десятью ле-
тальными дозами живых клеток E. coli O157:Н7, в 100% 
случаях остались живыми. Дважды вакцинированные мыши 
после их перорального заражения 50 и 100 летальными до-
зами патогена остались живыми в 70 и 20% случаев соот-
ветственно. Таким образом, химерный протеин SSI индуци-
ровал у мышей не только антитоксический, но и антиадге-
зивный иммунные ответы. Авторы считают, что сконструиро-
ванный ими химерный протеин SSI, содержащий эпитопы 
Stx1, Stx2 и интимин, может быть применен в качестве эф-
фективной кандидатной вакцины против EHEC-инфекции. 

Zhang et al. сконструировали слитный белок из четырех 
компонентов: трех иммунодоминантных детерминант 
EHEC – Stx2B, Tir и Stx1B (Stx2B-Tir-Stx1B) – и протеина Zot 
(zonula occludens toxin), представленного одноцепочечной 
полипептидной цепью, кодируемой генами филаментозного 
фага CTXφ Vibrio cholerae [36]. Подкожная или интраназаль-
ная вакцинация мышей линии BALB/c химерным белком 
Stx2B-Tir-Stx1B-Zot вызывала у животных образование вы-
соких титров специфических сывороточных IgG-антител про-
тив Stx2, Tir и Stx1-антигенов, но сравнительно низкие титры 
специфических мукозальных sIgA обнаруживали в фекалиях 
большинства опытных мышей. Следует заметить, что у от-
дельных животных эти титры были высокими. После интра-
назальной иммунизации у животных детектировали низкие 
титры антител IgG к белку Zot. После перорального зараже-
ния клетками E. coli O157:Н7 мышей, иммунизированных 
химерным белком Stx2B-Tir-Stx1B-Zot, у них отмечали рез-
кое снижение количества выделяемых с фекалиями клеток 
патогена по сравнению с мышами, вакцинированными толь-
ко протеином Stx2B-Tir-Stx1B (без Zot), что свидетельствует 
о высокой адъювантной, в том числе мукозальной, активно-
сти белка Zot. Таким образом, четырехкомпонентный химер-
ный белок Stx2B-Tir-Stx1B-Zot по своим иммуногенным и 
протективным свойствам является хорошей кандидатной 
вакциной для защиты от EHEC-инфекции. 

Аргентинские исследователи для получения антитоксиче-
ской вакцины, способной защитить человека от шигатокси-
на Stx2, основного этиологического фактора ГК и ГУС, 
сконструировали слитный белок из протеина субъединицы 
Stx2B и пентамерного белка лумазил синтетазы Brucella spp. 
(BLS) [37]. Благодаря своей структуре пентамер BLS облада-
ет высокой стабильностью и большой пластичностью при 
взаимодействии с чужеродными антигенами. Химерный 
протеин BLS-Stx2B при трехкратной внутрибрюшинной или 
подкожной иммунизации вместе с полным и неполным адъ-
ювантами Фрейнда или гидроксилом алюминия (Al(OH)3) 
индуцировал у мышей BALB/c образование специфических 
IgG-антител, обладающих высокой нейтрализующей актив-
ностью против Stx2 и его вариантов – Stx2c и Stx2d; иммун-
ные сыворотки, введенные парентерально интактным 
мышам, защищали их от внутривенного введения смертель-
ных доз шига-токсина Stx2. Вакцинированные химерным 
белком BLS-Stx2B мыши также были защищены от смер-
тельных доз шига-токсина Stx2. 
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В другой работе этих же авторов была исследована воз-
можность передачи нейтрализующих шига-токсин Stx2-
антител от мышей-матерей, иммунизированных слитным 
белком BLS-Stx2B, новорожденным мышатам [38]. Было 
установлено, что у родившихся мышат, употреблявших мо-
локо иммунных матерей, в сыворотке крови присутствовали 
специфические антитела против шига-токсина Stx2 в титрах, 
сравнимых с титрами антител в крови матерей. Иммунные 
мышата в 100% случаев были защищены от заражения их 
летальными дозами токсина Stx2 на протяжении длительно-
го времени (2–3 мес.). Более того, иммунные мышата были 
резистентными и к пероральному заражению живыми клет-
ками штамма E. coli O157:Н7. Представленные выше резуль-
таты демонстрируют высокий протективный антитоксиче-
ский потенциал слитного белка BLSStx2B. Этот иммунодо-
минантный слитный белок может быть использован, по 
мнению авторов, для создания субъединичной вакцины про-
тив ГУС, а также для получения лечебных нейтрализующих 
шигатоксин Stx2-антител. 

Иранские исследователи для профилактики диарей, вы-
зываемых у человека эшерихиями патотипов ЕТЕС и ЕНЕС, 
а также Vibrio cholera, предложили химерный трехвалентный 
протеин rLSC, состоящей из эпитопов протеинов 
В-субъединиц термолабильного энтеротоксина ЕТЕС (LT), 
шига-токсина Stx2 EHEC и холерного токсина (CT) [39]. 
Генетическая структура, кодирующая синтез химерного 
белка rLSC, была получена из химически синтезированных 
генов ltB, stx2B и ctxB. Трехкратная подкожная иммунизация 
мышей BALB/c химерным антигеном rLSC вместе с полным 
и неполным адъювантом Фрейнда индуцировала у животных 
образование специфических антител против токсинов LT, 
Stx2 и СT. Сыворотки иммунных мышей в опытах на культу-
рах клеток СНО и HeLa защищали их от токсического дей-
ствия всех трех токсинов; они также блокировали связь 
токсинов LT и СT c рецептором энтероцитов моносиалоган-
глиозидом GM1. Следовательно, сконструированный химер-
ный белок rLSC, по мнению авторов работы, может быть 
использован как иммуногенный компонент при разработке 
вакцин против диарей, вызываемых ETEC, EHEC и 
V. cholerae.

Интересные результаты были получены в 2018 г. Schmidt 
et al. при изучении влияния пассивно приобретенного имму-
нитета (через молозиво) и активно приобретенного иммуни-
тета (при иммунизации телят рекомбинантным токсоидом 
Stx1/Stx2) на носительство животными STEC-штаммов [40]. 
Авторы в экспериментах на новорожденных животных по-
казали, что у телят, получавших молозиво от вакцинирован-
ных токсоидом коров, титры специфических антител против 
Stx1 и Stx2 в сыворотке крови были существенно выше, чем 
у телят, родившихся от невакцинированных матерей. 
Сыворотка иммунных телят in vitro нейтрализовала шигаток-
сины Stx1 и Stx2 и защищала Vero-клетки от гибели при воз-
действии на них шига-токсинов. Активная иммунизация 
телят токсоидом Stx1/Stx2 также индуцировала у животных 
специфический гуморальный ответ: их сыворотки нейтрали-
зовали токсическое действие шига-токсинов. 

Длительное наблюдение за вакцинированными телятами 
позволило установить, что гены stx1 и stx2 выявляются в 
фекалиях таких животных значительно реже, нежели у не-

вакцинированных животных. Авторы работы делают вывод, 
что вакцинация токсоидом Stx1/Stx2 не только индуцирует у 
животных образование шига-токсин-нейтрализующих анти-
тел, но и снижает колонизационную активность STEC-
штаммов, уменьшая тем самым риски распространения па-
тогенов во внешней среде.

Lu et al. для профилактики STEC-инфекции предложили 
использовать антигенный конъюгат, состоящий из синтети-
ческого наномера поли-N-ацетилглюкозамина (PNAG, 
9GlcNH2) и В-субъединицы шига-токсина Stx1 (9GlcNH2-Stx1B) 
[41]. PNAG – это поверхностный полисахарид, который встре-
чается у широкого круга патогенных бактерий, включая кли-
нические штаммы STEC различных серогрупп, и рассматри-
вается в качестве протективного антигена для создания 
мультитиповых вакцин. В проведенных экспериментах авто-
ры показали, что сыворотка кроликов, иммунизированных 
конъюгатом 9GlcNH2-Stx1B в опытах in vitro обладала опсони-
зирующей киллинговой активностью, бактерицидным и ток-
синнейтрализующим действием. Она эффективно нейтрали-
зовала шига-токсин Stx1 и умеренно – шига-токсин Stx2. 
Антитела против конъюгата 9GlсNH2-Stx1B эффективно за-
щищали новорожденных мышат от заражения их STEC-
штаммами E. coli O157:Н7. Здесь же следует отметить полу-
ченный в работе примечательный факт: сыворотка кроликов, 
содержащая антитела только против полисахарида 9GlсNH2, 
также защищала мышей от заражения их клетками штамма 
E. coli O104:Н4, не относящегося, как известно, к патогруппе 
EHEC. Авторы работы считают, что конъюгат 9GlсNH2-Stx1B 
может использоваться для профилактики STEC-инфекции, 
вызванной разными серогруппами E. coli.

Представленный выше анализ работ по созданию анти-
токсических кандидатных субъединичных вакцин против 
шига-токсинов STEC-штаммов позволяет высказать следу-
ющие суждения: 

На основании иммуногенных детерминант (эпитопов) про-
теинов нативных В-субъединиц и генетически модифициро-
ванных (нетоксичных) протеинов А-субъединиц шига-
токсинов Stx1 и Stx2 можно конструировать кандидатные 
субъединичные вакцины, способные защитить макроорга-
низм от системной интоксикации шига-токсинами STEC-
штаммов, независимо от их серогрупповой принадлежности, 
а также снизить колонизационную активность (адгезию и 
размножение) патогена в кишечном тракте лабораторных и 
сельскохозяйственных животных. Есть все основания пола-
гать, что такие вакцины будут эффективны и для человека.

Положительный протективный эффект от иммуногенных 
детерминант протеинов А- и В-субъединиц шига-токсинов в 
силу их слабой иммуногенности можно достичь лишь в том 
случае, если указанные эпитопы представлены в вакцине 
либо в виде конъюгата с другим нецелевым белком, либо в 
составе слитного (химерного) антигена, также содержащего 
нецелевой белок, способный существенно усилить иммуно-
генные свойства А- и В-субъединиц. 

Иммуногенные и протективные свойства специфических 
эпитопов А- и В-субъединиц, находящихся в составе конъ- 
югатов или слитных белков, существенно усиливаются под 
влиянием минеральных и других адъювантных субстанций: 
гидроокиси алюминия, водно-масляных эмульсий, адъюван-
тов Фрейнда и др. 



Разработка кандидатных вакцин против инфекции, вызванной шига-токсин-продуцирующими Escherichia coli. Часть 2

55

Эффективными способами доставки иммуногенных де-
терминант субъединиц А и В в составе субъединичной вак-
цины для лабораторных и сельскохозяйственных животных 
являются их подкожная, интраназальная и внутримышечная 
аппликация; пероральная доставка субъединичной антиток-
сической вакцины не защищает лабораторных животных от 
шига-токсинов E. coli. 

Кандидатные субъединичные антитоксические вакцины в 
экспериментах на лабораторных и сельскохозяйственных 
животных способны были индуцировать не только активный 
(через вакцинацию), но и пассивный (через молозиво им-
мунных матерей) адаптивный иммунитет. Этот весьма важ-
ный факт следует учитывать при разработке вакцин для 
профилактики ГУС у детей первых лет жизни.

Иммуногенные детерминанты А- и В-субъединиц шига-
токсинов, находясь в составе сложных химерных антигенов 
вместе с эпитопами основных факторов адгезии – интими-
ном, протеинами EspA, EspB, и Tir, не конкурируют с ними и 
не теряют своих специфических иммуногенных и протектив-
ных свойств, т.е. А- и В-субъединицы могут использоваться 
для создания субъединичных вакцин, обеспечивающих ма-
кроорганизму одновременно антимикробную (антиколониза-
ционную) и антитоксическую защиту.

Заключение
Пищевая инфекция, вызываемая STEС-патогенами, ши-

роко распространена во многих странах мира, в некоторых 
регионах она приобрела эндемичный (природно-очаговый) 
характер [42]. В Российской Федерации болезнь также реги-
стрируется, однако точные данные о ее распространении 
отсутствуют. Смертность от тяжелых форм STEС-инфекции, 
ГК и ГУС, может достигать 5–15 % [43]. Лечение болезни в 
основном симптоматическое, применение этиотропных ан-
тибактериальных средств противопоказано. Официально 
зарегистрированных вакцинных препаратов против STEС-
инфекции человека в мировой практике нет. Актуальность 
разработки специфических вакцин против STEС-инфекции 
очевидна.

В первой и второй частях нашего обзора изложены основ-
ные методические подходы, используемые исследователя-
ми в настоящее время для получения кандидатных вакцин 
против STEС-инфекции, и проанализирована эффектив-
ность иммуногенных и протективных свойств разработан-
ных в последние 20 лет различных типов вакцин, включая 
корпускулярные инактивированные, живые векторные, вак-
цины, приготовленные на основе клеточных оболочек 
(теней), липополисахаридов, ДНК- и нановакцины, а также 
субъединичные вакцины; рассмотрены работы по конструи-
рованию вакцин против STEС-патогенов с использованием 
методов обратной вакцинологии. 

Проведенный анализ представленных в обзоре экспери-
ментальных работ, осуществленных на животных моделях, 
показывает, что успешная защита лабораторных и сельско-
хозяйственных животных от STEC-инфекции достигается 
применением различных перечисленных выше типов вак-
цин. Тем не менее, по нашему мнению, субъединичные ре-
комбинантные вакцины являются наиболее перспективными 
по степени изученности, безопасности, эффективности, тех-
нологической доступности, возможности создания различ-

ных по составу рецептур. Состав иммуногенных детерми-
нант таких вакцин может быть оперативно изменен в зави-
симости от типа и назначения разрабатываемого препарата, 
от эпидемической ситуации и от ожидаемого иммунного от-
вета на его применение: формирование антитоксического 
или антибактериального иммунного ответа.

В решении проблемы специфической профилактики 
STEC-инфекции среди населения наиболее актуальной за-
дачей на сегодняшний день представляется разработка 
субъединичной вакцины, способной защитить человека от 
системной интоксикации, возникающей при тяжелых фор-
мах STEC-инфекции – ГК и, особенно, ГУС. Получение анти-
токсической вакцины обеспечит защиту человека от любого 
эпидемического STEC-штамма любой серологической груп-
пы. Это очень важное преимущество антитоксической вак-
цины, поскольку сейчас уже насчитывается свыше 100 серо-
групп E. coli, способных продуцировать шига-токсины и вы-
зывать спорадические случаи ГК и ГУС. Создать антибакте-
риальную антиколонизационную вакцину против такого ко-
личества STEC-серогрупп на основе известных антигенов 
адгезии не представляется возможным; сконструировать 
такие вакцины возможно только против небольшой группы 
эпидемически важных EHEC-штаммов, у которых известны 
антигены.

Разработка эффективной антитоксической субъединич-
ной вакцины, как следует из материалов обзора, вполне 
выполнимая задача. На основе эпитопов A- и B-субъединиц 
шига-токсинов могут быть созданы различные по сложности 
протективные антигены, способные индуцировать в макро-
организме антитоксический иммунитет. При этом очень 
важно при создании слитных (химерных) антигенов, содер-
жащих A- и B-субъединицы шига-токсинов, которые, как из-
вестно, обладают слабой иммуногенностью, подобрать не-
целевой белок – стимулятор специфического ответа макро-
организма. Важно также выбрать подходящий для приготов-
ления вакцин минеральный адъювант. В случае успешного 
создания эффективной антитоксической вакцины иммунные 
к шига-токсинам пациенты смогут подвергаться лечению 
этиотропными препаратами с целью подавления колониза-
ционной активности патогена и снижения рисков его распро-
странения среди населения. Эффективность антитоксиче-
ской субъединичной вакцины против STEC-инфекции может 
быть усилена за счет дополнительного введения в ее состав 
эпитопов нетоксичных липополисахаридов ведущих возбу-
дителей ГК и ГУС – E. coli серогрупп О157, О26, О111, О113, 
О55, О145 и других, с учетом региональной эпидемиологи-
ческой ситуации. Как известно, шига-токсины E. coli только 
вместе с липополисахаридами патогенов способны воспро-
извести у лабораторных животных симптомы ГУС, сходные 
с таковыми у человека. Антитела против липополисахари-
дов играют важную роль в защите макроорганизма от инток-
сикации эндотоксинами патогена и от бактериемии и септи-
цемии.

Заслуживают внимания, на наш взгляд, и исследования 
по разработке пероральных вакцин против STEС-инфекции. 
Такие вакцины, по всей вероятности, могут быть созданы на 
основе технологий нановакцин и живых векторных вакцин. 
Перспективными могут быть и исследования по конструиро-
ванию методами генной инженерии и генетического редак-



Э.А.Светоч и др. / Бактериология, 2020, т. 5, №3, с. 47–59

56

тирования геномов штаммов STEC (EHEC), безопасных для 
человека. Они могут быть получены за счет инактивации у 
возбудителей ГК и ГУС функциональной активности 
А-субъединиц шига-токсинов Stx1 и Stx2 и факторов, об- 
условливающих А/Е-эффект ЕНЕС-штаммов, но сохранив-
ших (или увеличивших) свои адгезивные свойства. Такие 
аттенуированные штаммы можно будет применять как спе- 
цифические пробиотики, способные защитить человека от 
STEС(EHEC)-инфекции.

Все изложенные выше материалы дают основание наде-
яться на создание в ближайшие годы специфических вакцин-
ных препаратов для борьбы со STEC-инфекцией человека.
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NDR при заболеваниях

Показано, что NDR1 и 2 участвуют в противовирусном ответе организма, по-
ложительно регулируя противовирусный иммунный ответ, индуцированный 
геном I, индуцируемым ретиноевой кислотой. Имеются некоторые свидетель-
ства того, что киназы NDR1 и 2 были включены в частицы ВИЧ-1. Они также 
участвуют в патогенности ВИЧ-1, поскольку NDR1 и 2 могут расщепляться про-
теазой ВИЧ и, следовательно, ингибировать их активность.

Также было показано, что NDR1 и 2 действуют как защитные свойства от 
других заболеваний. NDR1 может фосфорилировать Yes-ассоциированные 
белки и, следовательно, действовать как опухолевый супрессор при колорек-
тальном раке. Более того, NDR1 участвует в репликации, положительно регули-
руя дупликацию центросом. Следовательно, NDR1 и 2 играют разные роли в 
иммунной системе животных, начиная от нормальной клеточной функции и за-
канчивая защитой хозяина от патогенных инфекций и воспаления.

Рисунок скопирован с сайта https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fimmu.2020.00534/full

NDR1 и 2 могут быть задействованы как в заболеваниях растений, так и в заболеваниях животных, в дополнение к их 
роли в общем иммунитете и воспалении. У растений устойчивость к бактериальным и грибковым патогенам опосредуется 
генами устойчивости растений к болезням (R). Однако для этого также требуется ген NDR1. Следовательно, гены NDR не-
разрывно связаны с иммунным ответом против болезней как у растений, так и у животных.

Растения с дефицитом NDR1 демонстрируют повышенный рост популяций патогенов. В частности, NDR1 необходим для 
устойчивости к бактериальным и грибковым патогенам. Мутации NDR1 увеличивают восприимчивость растений к штаммам 
бактерий Pseudomonas syringae и грибов Peronospora parasitica.

NDR1/2’s Role in Infection [Electronic resource].
News-Medical.net. 2020. URL: https://www.news-medical.net/life-sciences/NDR12e28099s-Role-in-Infection.aspx
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Предложен краткий информационный материал по истории применения фитонцидов в медицинской практике за 
последние несколько столетий и результаты собственных исследований изучения свойств новых средств на основе 
фитонцидов в липосомах. Эффективность их использования на протяжении 20 лет в рамках программы «Экология 
воздушного пространства помещений» указывает на перспективность этого направления.
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A brief informational material on the history of the use of phytoncides in medical practice over the past few centuries and the 
results of our own research on the study of the properties of new drugs based on phytoncides in liposomes is proposed. The 
effectiveness of phytoncides use for 20 years within the framework of the «Indoor Airspace Ecology» program indicates that 
this direction is promising.
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Чубатова Светлана Александровна, доктор биологических наук, главный технолог научно-
производственной компании «ЭРБИ». Работала во ВНИИ ПМ с 1977 по 1998 г. Автор ряда патентов 
РФ и двух международных в области биотехнологии, медицины и сельского хозяйства. Ряд научных 
публикаций посвящен практическому применению препаратов на основе липосом, бактериофагов и 
фитонцидов в соавторстве. Научные разработки, в том числе нормативная документация по техноло-
гии производства, используются при промышленном выпуске ряда препаратов профилактического и 
гигиенического профиля. 

«Н енужное для неучей» – это название книги армян-
ского врачевателя XV века Амасиаци, собрание 

накопленных знаний целителей Древнего Востока и Запада, 
которая переведена на русский язык в XX веке. Она сохра-
нена для врачей XXI века не случайно. В условиях современ-
ного кризиса в области фармакологии следует обратить 
внимание на опыт лечения заболеваний микробной этиоло-
гии в прошлые века. Знания врачей XIV–XV веков в области 
применения фитонцидов коррелируют с опытом современ-

ной доказательной медицины по применению многих опи-
санных лекарственных растений [1]. 

Фитонциды – это образуемые растениями летучие био-
логически активные вещества, убивающие или подавляю-
щие рост и развитие бактерий, вирусов, микроскопических 
грибов и простейших. 

Термин был предложен Б.П.Токиным (рис. 1) в 1928 г. и, 
несмотря на прения в научных кругах, утвердился именно 
он. Токин Борис Петрович (1900–1984), лауреат Сталинской 
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премии (1950 г.), Государственной премии СССР (1984 г.), 
много лет посвятил изучению свойств «целебных ядов рас-
тений», охарактеризовал их, выделил отдельные компонен-
ты, научно доказал способность фитонцидов подавлять рост 
и развитие микроорганизмов, особенно патогенных для че-
ловека. В 1941 г. Токин Б.П. возглавил комитет ученых по 
содействию промышленности и сельскому хозяйству в во-
енное время, который помогал врачам госпиталей в исполь-
зовании фитонцидов в качестве антисептиков при лечении 
раненых.

XX век был веком открытий в области медицины. Для 
эпидемиологии же важным стал XVIII век, когда были раз-
работаны и введены первые карантинные меры, что помогло 
человечеству справиться с пандемиями, в том числе чумы. 
Особую роль в этом сыграл Даниил Самойлович Самойлович 
(настоящая фамилия Сушковский, 1744–1805), выдающийся 
российский медик, основатель эпидемиологии в Российской 
империи (рис. 2). В 1767 г. он получил звание врача, а в 
1768–1770 гг. уже находился на театре боевых действий 
русско-турецкой войны и, как полковой врач, достиг значи-
тельного снижения заболеваемости и смертности личного 
состава. Много внимания он уделял чуме, которая была при-
чиной смерти солдат и мирного населения. Доктор изучал 
методы лечения и меры профилактики, но особенно следил 
за людьми, успешно излечившимися от чумы. В 1770 г. 
Самойлович был направлен из Бухареста в Оренбург. Путь 
проходил через карантинные заставы, что давало возмож-
ность общения со многими врачебными сообществами, ме-
тодами исследования и средствами лечения, в том числе на 
основе растений. Лечение травами тогда было очень попу-
лярно: часто использовали настои, бальзамы, окуривание 
травами, применяли специи. Одним из примеров использо-
вания фитонцидов для защиты медперсонала было прослу-

шивание пульса через табачный лист. По пути Самойлович 
добровольно остался в Москве, стал членом комитета борь-
бы с чумой и заведующим чумными госпиталями. Он начал 
широко применять фитонциды березы и сосны для обработ-
ки одежды, опираясь на опыт лекарей Италии и других 
стран, где использовали розмарин и шалфей, которых в 
Москве не было. По распоряжению Самойловича медперсо-
нал работал только в халатах и обуви, пропитанных уксусом 
или смазанных березовым дегтем или смолой сосны. 

Самойлович первый предположил микробное происхо-
ждение чумы, первым доказал возможность противочумной 
прививки, используя для этого содержимое из чумных бубо-
нов больных. Он первым применил методику сортировки 
больных и много других мер, благодаря которым, при содей-
ствии графа Орлова, страшная эпидемия была остановлена 
и ликвидирована. Свой опыт Самойлович изложил в науч-
ных трудах, которые высоко оценило мировое сообщество. 
Самойлович стал членом 9 зарубежных академий. За свою 
жизнь карантинный доктор шесть раз встречался с чумой и 
успешно ликвидировал эпидемии. К сожалению, несовер-
шенство микроскопов не позволило Самойловичу увидеть 
чумную палочку, которая была открыта лишь 110 лет спустя. 
Мероприятия же, им разработанные, спасли жизни тысячам 
и тысячам людей.

«Если память мужей отличных, споспешествовавших 
благу Отчизны, имеет право на благодарность потомков, то 
Самойлович оную заслуживает по всей справедливости». 
Всеобщий журнал врачебной науки (1813 г.). В городах 
Николаев и Синельниково Даниилу Самойловичу нашими 
современниками установлены памятники. 

Еще одна выдающаяся личность в эпидемиологии – это 
Ермольева Зинаида Виссарионовна (1898–1974 гг.), совет-Рис. 1. Б.П.Токин.

Рис. 2. Д.С.Самойлович.



С.А.Чубатова / Бактериология, 2020, т. 5, №3, с. 60–67

62

ский микробиолог и эпидемиолог, создательница антибио-
тиков СССР, лауреат Сталинской премии I степени, прото-
тип главной героини известной книги Аверина о российских 
микробиологах, о борьбе с чумой, об открытии пенициллина. 
Эта книга существенно повлияла на выбор моей профессии 
(рис. 3). Жизнь Ермольевой З.В. – это постоянные наблюде-
ния, анализ и открытия. Открытие антибиотиков было не 
случайным, а связанным с ее постоянным интересом к 
самым разным способам лечения инфекционных болезней, 
изучению антагонистических взаимоотношений внутри по-
пуляции микроорганизмов, поиском чувствительности воз-
будителей к разным агентам, в том числе к применению 
фитонцидов. Менее известным подвигом Ермольевой и ее 
сподвижников была ликвидация эпидемии холеры под 
Сталинградом с помощью фаготерапии. Бактериофаги вы-
деляли в условиях полевых госпиталей, часто под обстре-
лом, используя биоматериал больных. Успешное лечение 
защитников Сталинграда стало существенным вкладом в 
победу над фашистами на Волге. 

Исторические эпизоды из жизни Самойловича и Ермольевой 
были использованы в фильме «Плесень» (2008 г.). 

Мое увлечение фитонцидами началось только в 1998 г. 
На тот момент уже был накоплен опыт работы с соединения-
ми природного происхождения, основанный на исследовани-
ях в лаборатории мембранологии ВНИИ ПМ с 1977 г. Опыт 
показывал некоторое преимущество природных активных 
веществ по сравнению с синтетическими аналогами. Под 
руководством Перелыгина В.В. и Капрельянца А.С. нашей 
группе удалость разработать ряд методик по включению в 
липосомы антиоксидантов, иммуномодуляторов и пластифи-
каторов, выделенных из природного сырья, для модифика-
ции мембран живых клеток. Совместно с Потаповым В.Д. 
мы установили, что модификация мембран бактерий фос-
фолипидами и гликозидами позволяла повысить их выжи-
ваемость при высушивании и повлиять на уровень взаимо-
действия с макрофагами. 

Огромное влияние на формирование моих научных инте-
ресов оказало участие в Международном конгрессе 
иммунологов-аллергологов в 1998 г. в Сочи, где в рамках 
сателлитного симпозиума обсуждались результаты по ис-
пользованию природных соединений, в частности фитонци-
дов и иммуномодуляторов, для создания препаратов, эф-

фективных при лечении заболеваний микробной этиологии, 
особенно у детей, страдающих аллергодерматозами. 

Доклад профессора Николаевского В.В., директора 
Всесоюзного НИИ курортологии (г. Ялта), буквально пере-
вернул мое представление об ароматерапии. Как врач 
иммунолог-аллерголог, он рассматривал эфирные масла не 
только как ароматы, а как сложнейшие комплексы, разно-
сторонне воздействующие на организм человека. 
Сочетанное выраженное бактерицидное действие с иммуно-
тропным, адаптогенным и спазмолитическим, а особенно с 
потенциирующим действием при антибиотикотерапии обе-
спечивается очень сложным составом эфирных масел. В 
многочисленных исследованиях Николаевского было дока-
зано, что подавление роста патогенных микроорганизмов 
сочетается с сохранением микробиома человека. На тот 
момент уже были хорошо изучены свойства основных актив-
ных соединений – эвгенола, ментола, пинена, тимола, оци-
мена, камфена, гераниола, борнеола, карвакрола, цитраля, 
мерцена. Николаевский подчеркивал важность присутствия 
и других активных соединений, которые обязательно при-
сутствуют, пусть даже в минорных количествах, в эфирном 
масле. Успехи, достигнутые в применении эфирных масел 
при лечении и для профилактики многих заболеваний в 
условиях курорта, а также в условиях работы промышлен-
ных предприятий, в космосе, в школах и дошкольных учреж-
дениях, требовали более широкого применения [2]. 
Николаевский отстаивал необходимость обязательного при-
сутствия фитонцидов и адаптогенов – он их называл расти-
тельными биорегуляторами – в составе воздушной среды 
помещений для сохранения здоровья современного челове-
ка. Это, в свою очередь, требовало создания оптимальной 
готовой формы препаратов.

Профессор Тарумов В.С. (ГНЦ ПМ, Оболенск), как спе-
циалист по изготовлению готовых препаратов, предложил 
разработку средств с фитонцидами в липосомах. Липосомы 
обеспечивают активный транспорт и пролонгированное воз-
действие на иммунокомпетентные клетки, стабилизируют 
легколетучие молекулы, предохраняют фитонциды от окис-
ления. Участники симпозиума поддержали это направление. 
И в том же году на базе НИИ эпидемиологии и микробиоло-
гии Нижнего Новгорода под руководством академика 
Блохиной И.Н. были проведены первые опыты на клиниче-
ских штаммах микроорганизмов. Штаммы Staphylococcus 
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumonia, Proteus mirabilis, 
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans оказались чув-
ствительными к воздействию эфиров монарды, чайного де-
рева, шалфея, лаванды при насыщении ими воздушного 
пространства. 

Блохина Ирина Николаевна (рис. 4), как ученица 
Ермольевой, обладала широким кругозором и, несмотря на 
приоритетное направление в исследованиях бактерий ки-
шечной группы (холеры, брюшного тифа, дизентерии 
Флекснера, кишечной палочки), считала необходимым учи-
тывать возможность ассоциативных инфекций и быструю 
смену возбудителей при воспалительных заболеваниях. 
Для нее было очевидным, что успех борьбы с любой инфек-
ционной болезнью зависит не только от всесторонней ха-
рактеристики ее возбудителя и отличий от других предста-
вителей микробов, но и от состояния иммунной системы 

Рис. 3. З.В.Ермольева.
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человека. В этой связи хочется сказать, что итоги труда 
академика Блохиной – это не только создание детского 
внутривенного иммуноглобулина и содействие в организа-
ции мощного модернизированного производства бактерио-
фагов в стране. С такой же требовательностью она относи-
лась к выпуску добавок к пище, в частности знаменитого 
«Эликсира Блохиной» на основе шалфея и сбора других 
лекарственных трав для профилактики бронхолегочных за-
болеваний. В эффективности этого средства я многократно 
убедилась на практике. Ирина Николаевна всегда интере-
совалась новыми направлениями, инициировала любой 
росток развития отечественной науки. Поэтому она была 
активным сторонником продолжения исследований 
Николаевского по фитонцидам, которые одновременно 
угнетают рост микроорганизмов и благотворно влияют на 
организм человека, особенно через воздушную среду, и 
многому нас научила. Она оставила нам эти строки, как за-
вещание: 

«…и продолжая жизнь мою,
продолжите мой путь,
как будто я еще в строю
и дни мои идут».
Круг моих учителей расширился, а новые условия в стра-

не с 1990–2000-х гг. позволили создать ряд новых средства 
на основе фитонцидов в липосомах и внедрить их в практи-
ку в качестве профилактико-гигиенических средств. Таким 
образом, результаты научных исследований Блохиной и 
Николаевского легли в основу прикладных исследований в 
области дерматологии, косметологии и стоматологии, а 
первые средства были выпущены на производстве ЗАО 
«МИРРА» в Оболенске. Препараты этого ряда с 1999 г. 
успешно применяются в комплексном лечении заболеваний 
полости рта, в дерматологии, ветеринарии, косметологии 
[3]. 

Одним из продолжателей нового направления стала внуч-
ка Блохиной И.Н., стоматолог, к.м.н., доцент кафедры прак-
тической стоматологии Российского национального иссле-
довательского медицинского института им. Н.И.Пирогова 
Е.Г.Михайлова. 

Интересны переплетения судеб людей. Те, кто пришел в 
1970-х гг. в ГНЦПМ и работал в лаборатории мембранологии, 
опять встретились в новом проекте: А.С.Капрельянц, 
В.Д.Потапов, Т.Х.Борзенкова. Каждый прошел свой отдель-
ный путь, став ведущим специалистом в других подразделе-
ниях. А в 2008 г. мы снова встретились в проекте по изучению 
свойств инновационных средств на основе фитонцидов для 
профилактики воздушно-капельных инфекций. В.Д.Потапов 
стал научным руководителем диссертации у одного из пред-
ставителей младшего поколения – Чубатовой О.И.

В 2008 г. в рамках программы по разработке безотходно-
го производства биотоплива (этанола) в «Госниисинтез- 
белок» были выделены фитонциды из древесины сосны и 
осины и изучены их бактерицидные свойства [4]. 
Масштабность производства биотоплива и результаты ис-
следований позволили рекомендовать фитонциды для об-
работки воздушной среды помещений: медицинских кабине-
тов, палат стационаров, аудиторий образовательных учреж-
дений и прочих помещений, где количество микроорганиз-
мов в воздухе имеет значение. Длительное изучение эффек-
тивности технологии обработки воздушного пространства 
средствами с фитонцидами позволило разработать разные 
схемы применения. Было показало, что на фоне использова-
ния новой технологии применения фитонцидов в присут-
ствии человека достигается сохранение уровня контамина-
ции воздушного пространства в пределах 50–150 КОЕ в 1 м3 
в течение всей рабочей смены [5, 6]. 

В 2009 г. в Институте биохимии им. А.Н.Баха РАН (Москва) 
под руководством Капрельянца А.С. были проведены первые 
исследования по воздействию фитонцидов на авирулентные 
штаммы микобактерий туберкулеза [5]. Полученные резуль-
таты позволили провести расширенные испытания на базе 
ГНЦ ПМБ с Потаповым В.Д., Фурсовой Н.К., Домотенко Л.В., 
Акимовой Н.Н. и другими сотрудниками уже на вирулентных 
штаммах микобактерий. Была установлена активность 
средств на основе фитонцидов в липосомах в отношении 
чувствительных и резистентных штаммов [7]. Далее было 
оценено противотуберкулезное действие на лабораторных 
животных при разных способах заражения, в том числе и аэ-
рогенным путем [8, 9]. Результаты указывали на выраженное 
противомикробное и иммуностимулирующее действие и 
были доложены на 51-й Междисциплинарной конференции 
по антимикробным препаратам и химиотерапии (Чикаго, 
17–20 сентября 2011 г.) [10]. 

Одновременно изучали действие средств с фитонцидами 
на штаммы других микроорганизмов. Результаты одного из 
исследований представлены в табл. 1. Из данных, получен-
ных Фурсовой Н.К. на клинических штаммах, следует, что 
фитонциды проявляют активность в отношении резистент-
ных штаммов.

В 2012–2014 гг. под руководством профессора 
Корниловой З.Х. проведены исследования в ряде лечебно-
профилактических учреждений (ЛПУ) Москвы и Московской 
области с группами больных туберкулезом с множественной Рис. 4. И.Н.Блохина.
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лекарственной устойчивостью. Средства распыляли меха-
ническим способом, дозированно, в присутствии людей, при 
разных интервалах, 2, 3 и 4 раза в день в зависимости от 
эпидемиологической обстановки (рис. 5). Ряд отдельных экс-
периментов, проведенных специалистами лабораторий ЛПУ 
противотуберкулезного профиля, выявил выраженную ак-
тивность фитонцидов в отношении микроорганизмов сопут-
ствующих инфекций, возникающих на фоне длительного 
применения лекарственных препаратов при лечении тубер-
кулеза. Результаты исследования позволили рекомендовать 
средства в комплексной терапии, а также как метод ранней 
реабилитации больных туберкулезом [11, 12]. 

Также было выявлено, что средства на основе исследуе-
мых фитонцидов подавляли рост бактерий II, III и IV групп 
патогенности, не влияя на рост лактобацилл, микрококков и 
бифидобактерий. На рис. 6 представлены фотографии 
чашек Петри с некоторыми культурами. 

Аналогичные результаты представлены в отчетах 
Мицевич Е.В. и Мицевич И.П. при исследовательской рабо-
те со штаммами Listeria monocytogenes NCTC 7973, 
Acinetobacter baumannii, Haemophilus influenzae, S. aureus 
АТСС 29923, Legionella pneumophila, Neisseria meningitidis, 
Streptococcus pyogenes и Micrococcus luteus, полученных из 
рабочей коллекции лаборатории антимикробных препара-
тов, и Потапова В.Д. – при работе со штаммами Salmonella 
spp. и E. coli. 

Было также установлено, что фитонциды из разных рас-
тений проявляют неодинаковую активность в отношении 
микроорганизмов III–IV групп патогенности. Средство на 
основе эфирных масел монарды и тагетеса (бархатцев) ока-
зывало более выраженное действие на микобактерии и ки-
шечную палочку, а композиция мoнарды с иссопом, при 
прочих равных ингредиентах рецептуры, проявляла более 
выраженную активность в отношении плесневых грибов и 
грибов рода Candida. Композиция с эфирами шалфея наи-
более эффективна в отношении штаммов L. pneumophila, 
N. meningitidis сравнительно с предыдущими композициями 
(неопубликованные данные). 

Установленные факты избирательной активности фитон-
цидов монарды коррелируют с данными профессора 

Высочиной Г.И. с соавт., которым удалось вырастить культуру 
монарды в условиях Сибири и охарактеризовать ее вирули-
цидные, противомикробные и противопаразитарные свой-
ства. В одном из сообщений об активности спиртовых экс-
трактов из монарды в отношении ряда микроорганизмов ука-
зывается на перспективность применения фитонцидов в 
условиях роста числа резистентных штаммов [13]. Очень цен-
ные научные исследования и практические рекомендации 
доктора биологических наук Ткаченко Н.Н. по активности фи-
тонцидов, выделенных из растений северных регионов 
России, в отношении бактерий, вирусов и грибов, в том числе 
вирусов гриппа [14], к сожалению, пока не нашли применения.

Отдельно был проведен сравнительный анализ средства 
на основе фитонцидов монарды и иссопа с антисептиком 
Мирамистин. Данные приведены в табл. 2.

Метод: спот, дата проведения 16.06.2017, ответственный 
исполнитель Мицевич И.П., руководитель Фурсова Н.К. 

Сравнение показало более выраженную антибактериаль-
ную активность средства на основе фитонцидов в липосо-
мах к шести видам микроорганизмов из тринадцати; к 
шести – активность была идентичной препарату сравнения, 
а рост M. luteus средство с фитонцидами не подавляло (нео-
публикованные данные). 

По результатам этого двадцатилетнего проекта написаны 
статьи и оформлен ряд патентов, составлены научные от-
четы и аналитические справки. Но нам удалось изучить 
только свойства фитонцидов некоторых растений: сосна и 
эвкалипт, бархатцы, одуванчик, василек, монарда, иссоп, 
шалфей, тимьян, душица, лаванда, нард. Патент РФ 
№2018115540 с приоритетом от 25 апреля 2018 г. в данный 
момент используется при производстве новых средств на 
основе фитонцидов отечественной компанией ООО «ЭРБИ». 

Анализ патентной литературы в узком сегменте, только 
по растениям семейства губоцветных Labiatea (Lamiaceae) и 
сложноцветных Сompositae, показал явный научный интерес 
к данному вопросу: 1 патент Германии; 2 европатента; 2 па-
тента США; 1 заявка США; 5 опубликованных международ-
ных заявок РСТ; 5 опубликованных заявок Кореи; 4 статьи в 
научных журналах. Известно применение одного или не-
скольких эфирных масел (более 20 по выбору) в композиции 

Таблица 1. Определение активности средства с фитонцидами сосны, бархатцев и монарды в отношении резистентных штаммов 
Klebsiella pneumoniae 

Штамм Город Дата 
выделения

Источник выделения 
штамма

Резистентность к 
антимикробным препаратам

Разведение препарата «ТАГЕТОН»

Цельное 1:2 1:4 1:8 1:16

Klebsiella 
pneumonia M-9 Краснодар 10.09.2012 Окружающая среда 

(вода) AMP +++ ++ + + -

Klebsiella 
pneumonia M-9 Москва 24.04.2013

Человек 
(эндотрахеальный 

аспират)

AMC, AMS, CEF, CTX, CAZ, CPS, 
FEP, AZR, THR, PHO, NIT ++ + + +/- -

Klebsiella 
pneumonia M-9 Москва 13.05.2013 Человек (моча)

AMC, AMS, AZR, CEF, CTX, CTA, 
CAZ, CPS, FEP, IMI, MER, TET, 
CIP, CM, TOB, THR, PHO, NIT

++ + + +/- -

Klebsiella 
pneumonia M-9 Протвино 01.04.2014 Человек (операционная 

рана) ++ + + +/- +/-

Примечание: АБП – антибактериальные препараты; AMP – ампициллин; AMC – амоксициллин-клавулановая кислота; AMS – ампициллин-сульбактам; CAZ – 
цефтазидим; CEF – цефоперазон; CPS – цефоперазон-сульбактам; CTX – цефотаксим; CTA – цефтриаксон; FEP – цефепим; AZR – азтреонам; IMI – имипенем; 
MER – меропенем; THR – триметоприм; PHO – фосфомицин; NIT – нитрофурантоин; TET – тетрациклин; CIP – ципрофлоксацин; CM – хлорамфеникол; TOB – 
тобрамицин; NET – нетилмицин; PIT – пиперациллин-тазобактам*.
*неопубликованные данные.
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для лечения вирусных, грибковых и паразитарных инфек-
ций, кистозного фиброза и СПИД, которые подходят для те-
рапевтического использования (патент Франции 
FR2830198A1). Многими авторами, как и нами, используется 
сочетание эфирных масел с экстрактами растений с учетом 
их взаимоусиливающего действия. Липосомы же чаще при-
меняются при получении лекарственных препаратов, что 
обусловлено сложностью технологий их получения. 

К сожалению, вопросы формирования здоровой среды 
обитания – окружающей среды человека, обусловленной 
совокупностью факторов (физических, химических, био-
логических, информационных, социальных), способных 
оказывать прямое или косвенное, немедленное или отда-
ленное воздействие на жизнедеятельность человека, – 
вызвали интерес только в последние 3–4 года в узких 
кругах. 

Рис. 5. Установка приборов и контрольный отбор проб в помещениях объектов.

Таблица 2. Сравнение активности средства с фитонцидами сосны, монарды, иссопа с антисептическим средством

Исследуемый микроорганизм «МОНАРИС» Мирамистин 0,01% Сравнение
(191115) 

Staphylococcus aureus АТСС 29923 Без разведения
1 разведение

Без разведения
1 разведение идентично

Streptococcus pneumoniа АТСС Без разведения Без разведения идентично

Escherichia coli АТСС 25922 Без разведения
1 разведение

Без разведения
1 разведение идентично

Pseudomonas aeruginosa АТСС Без разведения
1 разведение Без разведения +

Candida albicans Без разведения
1 разведение Без разведения +

Klebsiella pneumonia Без разведения
1 разведение Не работает +++

Acinetobacter baumannii Без разведения
1 разведение

Без разведения
1 разведение идентично

Listeria monocytogenes NCTC 7973 Без разведения
1 разведение

Без разведения
1 разведение идентично

Haemophilus influenzae
Без разведения

1 разведение
2 разведения

Не работает ++++

Neisseria meningitides типA
Без разведения

1 разведение
2 разведения

Без разведения
++

Streptococcus pyogenes Без разведения;
1 разведение

Без разведения
1 разведение идентично

Micrococcus luteus Не работает Без разведения
1 разведение Не влияет

Moraxsella chataralis
Без разведения

1 разведение
2 разведения

Без разведения
1 разведение +++

Использовалась методика для проверки антибактериальных веществ (общепринятая): исследуемый штамм микроорганизма в концентрации 0,5 единиц 
оптической плотности по DensiLaMetr (Чехия) в объеме 100 мкл высевали на чашку Петри с соответствующей питательной средой. Исследуемое вещество 
титровали последовательным 2-кратным разведением в пробирках (1:1 препарат:стерильная дистиллированная вода) до 8-го разведения и наносили по 10 мкл 
на газон с соответствующей культурой. Инкубацию проводили при 37°С в течение 24 ч. Срок годности веществ: до 08.2018 и 12.2018 соответственно



С.А.Чубатова / Бактериология, 2020, т. 5, №3, с. 60–67

66

Заключение
Итак, научно доказано, что фитонциды можно активно 

применять в отношении ряда микроорганизмов, в том числе 
резистентных штаммов. Наиболее выраженный эффект обе-
спечивают фитоизвлечения, где присутствует от 10 до 40% 
терпеноидов, например таких, как пинен, тимол, карвакрол, 
оцимен и цитраль. Они в больших количествах содержатся в 
эфирных маслах монарды, душицы (ориганум), тимьяна, ис-
сопа, сосны, эвкалипта, тысячелистника и других растениях, 
которые были выбраны нами по рекомендациям 
Николаевского и Блохиной или в соответствии с данными 
справочников по фитотерапии. Смолы, к сожалению, ис-
пользуются еще реже, несмотря на то, что их можно легко 
экстрагировать из коры многих деревьев регионов России и 
трав, произрастающих на нашей территории. 

Фитонциды сосны широко применяются в курортологии 
для реабилитации больных бронхолегочными заболевания-
ми. Шалфей, эвкалипт, монарда, маклея и многие другие 
растения известны своими противовирусными свойствами. 
На основе экстрактов растений созданы медицинские пре-
параты, но многие лекарственные растения неоправданно 
забыты. У Амасиаци есть указания на применение таких 
трав, как шалфей, донник, иссоп, тимьян, можжевельник, 
при инфекционных и аллергических болезнях, и мне было 
приятно, что мы выбрали эти растения еще до того, как нам 
в руки попала эта удивительная книга армянского врача. 

Преимущества фитонцидов в том, что растения синтези-
руют их для защиты от атаки микроорганизмов в данный 
момент времени и в данной экологической обстановке, т.е. к 
актуальным штаммам микроорганизмов. Известно, что для 
каждого вида в природе существует свой биологический 
ограничитель, причем их, как правило, несколько. Их целе-
направленное применение очень перспективно, особенно с 
учетом того, что они не затрагивают микробиом человека, 
животных, растений. 

В настоящий момент человечество столкнулось с короно-
вирусом nCoV-2019. Наблюдения за развитием событий в 
разных странах в который раз вызывают желание обратить 
внимание медиков и бактериологов на огромный накоплен-
ный опыт в области фитотерапии. Ведь несмотря на совре-
менные технологии и огромное количество лекарственных 

препаратов и дезинфицирующих средств, эпидемия превра-
тилась в пандемию. Основная нагрузка в противостоянии 
распространению инфекции, как и прежде, ложится на 
плечи эпидемиологов. Поэтому актуальным становятся опыт 
тех, кто боролся с инфекциями, не имея современных 
средств. И особо важными являются меры профилактики и 
соблюдение установленных санитарных правил, как это 
делал лекарь Самойлович, спасая Москву от эпидемии чумы 
с помощью фитонцидов из березы и сосны. От физической 
перегрузки при лечении огромного числа людей он тоже 
переболел чумой, но выздоровел и смог передать свой опыт 
последующим поколениям. И им надо воспользоваться.

Наши достижения – это успех наших учителей, труд кото-
рых мы продолжили. Фитонциды, которые обладают способ-
ностью подавлять рост бактерий, вирусов, грибов и парази-
тов или полностью их уничтожать, изучением свойств кото-
рых занимались многие ученые во все времена, опять в 
центре внимания. В истории нашего проекта было много 
разных событий и участвовало много разных специалистов. 
Многих из них уже с нами нет – это Блохина И.Н., 
Николаевский В.Н., Боровик Р.В., Тарумов В.С., Мицевич Е.В., 
Корнилова З.Х., Рудаков И.А., Бельфер А.Г., но мы пользу-
емся их опытом, знаниями и наставлениями. 

Список литературы в данной статье представляет ряд 
моих работ, работ моих учителей и результаты тех достиже-
ний, которые мы получили в процессе развития проекта по 
применению фитонцидов для улучшения условий труда и 
снижения риска возникновения воздушно-капельных инфек-
ций [10].

Совместно со специалистами МСЧ №164 ФМБА мы 
смогли провести ряд широкомасштабных исследований и 
осуществить грамотный анализ проб воздуха многих объ-
ектов, где нет собственных микробиологических лаборато-
рий. Многие исследования были проведены благодаря фи-
нансовой и идеологической поддержке Зурабова А.Ю. 
Энергичный характер и практический опыт в области меди-
цины Петрова Т.В. (генерального директора ООО «ЭРБИ») 
наконец обеспечили возможность автоматизированного 
применения фитонцидов. Личное участие Чубатовой О.И. и 
совместные усилия в произведении сложных расчетов по 
активным дозам фитонцидов на большие объемы воздуш-

Рис. 6. Определение активности средств с фитонцидами сосны и разными композициями эфирных масел на культуры микроорга-
низмов: слева направо – Klebsiella pneumoniae, Candida аlbicans, Lactobacillum ssp. На чашках четко видны зоны подавления роста 
микроорганизмов в местах нанесения средств на основе разных композиций фитонцидов*. 
*неопубликованные данные.
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ного пространства и установке приборов в нужной локации 
позволили написать инструкции по применению новой тех-
нологии. 

Данные по эффективности технологии при разных мето-
дах ее использования на объектах Москвы и других городов 
уже опубликованы [15], а некоторые, с участием молодых 
ученых, будут представлены в последующих публикациях. 

Применение фитонцидов, несомненно, перспективное на-
правление, особенно с учетом опыта тех, кто уже на протя-
жении многих лет использует фитонциды на практике, обе-
спечивая снижение заболеваемости в своих трудовых кол-
лективах. 
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