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Современные технологические 

платформы для разработки вакцин 

против опасных бактериальных 

инфекций (часть I)

С
реди патогенных бактерий наиболь-

шую опасность в отношении проявле-

ния из природных очагов инфекций, в 

результате террористических или военных 

действий представляют нозологические 

формы, относящиеся к I–II группам патоген-

ности по национальной классификации. Из 

возбудителей, вызывающих лихорадочные 

заболевания, это чума, сибирская язва, 

туляремия, бруцеллез, сап и мелиоидоз, из 

вызывающих кишечные проявления – холера, энтерогемморагические эшерихиозы, возбу-

дитель брюшного тифа (хотя он и из III группы).

Данные инфекции хорошо поддаются лечению современными антибиотиками, если штам-

мы произошли из природных источников. Однако новые генно-инженерные технологии по-

зволяют в короткие сроки (2–3 нед.) создать штаммы возбудителей с множественной устой-

чивостью к антибактериальным лекарственным препаратам. Начали появляться и природ-

ные штаммы с повышенным спектром устойчивости.

В этой связи особое значение приобретает вакцинопрофилактика инфекций, причем в 

таком виде, чтобы вакцинному процессу не мешало превентивное предэкспозиционное вве-

дение антибиотиков контингентам, которые могут подвергнуться заражению. Использование 

живых вакцин в такой ситуации малоэффективно.

Для подобных целей в мире разрабатываются рекомбинантные субъединичные вакцины, 

которые можно применять независимо от процесса неспецифической профилактики. 

Формирование собственных научных тематик России в рамках ФЦП «Национальная си-

стема химической и биологической безопасности 2009–2014, 2015–2020 гг.», Госпрограммы 

«Обеспечение химической и биологической безопасности в Российской Федерации 2020–

2024 гг.», «ФНТП по развитию генетических технологий на 2019–2024 годы», Федерального 

проекта «Санитарный щит страны» позволило возобновить работы в данной области, что 

уже привело к существенным результатам по созданию средств иммунопрофилактики опас-

ных инфекций.

В результате выполнения данных работ была сформирована концепция, направленная на 

создание вакцинных препаратов нового поколения в минимально короткие сроки. Для этих 

целей разрабатывается ряд технологических платформ, которые для бактериальных инфек-

ций распределены по четырем направлениям: 1) «Субъединичные рекомбинантные вакци-

ны», 2) «Вакцины на основе бактериальных полисахаридов», 3) «Вакцины на основе бактери-

альных теней», 4) «Вакцины на основе аттенуированных штаммов возбудителя туляремии».

Технически вся линейка создания вакцин укладывается в следующую схему. Создание 

коллекций и базы генетических конструкций и продуцентов, обеспечивающих быстрое раз-

вертывание работ по разработке вакцин к новому распространяемому возбудителю. Как 

правило, все детерминанты вирулентности патогенов известны и появление новых малове-

роятно. Наиболее вероятно создание или естественное появление штаммов с несколькими 

известными детерминантами из разных групп патогенов. Выявление и анализ новых патоге-

нов предполагает в дальнейшем использование коллекций конструкций и штаммов для реа-

лизации лабораторного этапа исследований, пилотных испытаний биотехнологической 

схемы получения компонентов вакцины и конечного препарата. Назрела необходимость 

разработать схему ускоренных доклинических и клинических испытаний с минимизацией 

бюрократической составляющей.
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Немаловажным является вопрос о создании резервных биотехнологических производств 

с возможностью масштабирования процессов изготовления актуальной вакцины.

В мире также уделяется значительное внимание созданию средств купирования токсиче-

ских состояний при воздействии на организм человека биологических токсинов. Из них наи-

более значимыми для биологической безопасности являются ботулотоксин, холерный ток-

син, рицин, группа стафилококковых токсинов, эшерихиозный токсин второго типа, а также 

летальные токсины морского происхождения, которые в настоящее время легко могут быть 

клонированы и созданы эффективные их продуценты.

Для этих целей разрабатываются специфические человеческие моноклональные антите-

ла (МКА), способные нейтрализовать токсины без развития сильных гетерологичных иммун-

ных реакций. Технология, развиваемая в России, основана на использовании генетического 

материала специфических плазмобластов с последующим созданием продуцентов челове-

ческих МКА к каждому токсину. При доведении данной технологии до получения биотехно-

логически значимых продуцентов она может быть тиражирована на любые другие токсины, 

что обеспечит технологическую независимость страны в данной сфере.

Для эффективной реализации направления по созданию рекомбинантных вакцин против 

бактериальных особо опасных инфекций и человеческих МКА против биотоксинов в рамках 

Федерального проекта «Санитарный щит страны» предусмотрено строительство и рекон-

струкция зданий под соответствующие производства.

Технологическая платформа – это саморегулируемое сетевое объединение передовых 

научных организаций, лидирующих в отрасли производственных компаний, авторитетных 

некоммерческих организаций. Участником технологической платформы может выступать и 

государство в лице своих представителей. Технологические платформы образуются для 

решения стратегических задач научно-технологического развития и рассматриваются как 

один из механизмов развития приоритетных научно-технологических направлений.

Для вакцинной платформы базовый носитель является основой для сборки модульной 

вакцины (микрокапсулы, векторные микроорганизмы, бактериальные тени, везикулы внеш-

них мембран и т.п.). Антигенными модулями являются охарактеризованные и стандартизо-

ванные протективные антигены патогенных бактерий и технологии их быстрой наработки 

для включения в состав модульных вакцин. Модульные (платформенные) вакцины состоят 

из базового носителя (платформы), на основе которого конструируется вакцина, включаю-

щая отдельные антигены (модули), стандартизированные для возможности универсального 

соединения с базовым носителем и друг с другом.

Вакцинация продолжает оставаться ведущей стратегией защиты от инфекционных пато-

генов. Традиционные вакцины, в которых для повышения иммунного ответа используются 

цельноклеточные антигены, оказались неопровержимо успешными в контроле или локаль-

ной ликвидации таких заболеваний, как полиомиелит, корь, эпидемический паротит, красну-

ха, грипп и гепатиты А и В. Ликвидация оспы была объявлена в 1980 г. после глобальных 

усилий СССР и Всемирной организации здравоохранения по иммунизации. Чума крупного 

рогатого скота была вторым заболеванием, ликвидированным в глобальном масштабе с по-

мощью традиционных средств вакцинации, как было объявлено Всемирной организацией 

здравоохранения животных в 2011 г. Несмотря на этот успех, живые аттенуированные и 

инактивированные вакцины обладают рядом серьезных недостатков, одним из которых яв-

ляется длительность их разработки, проверки и получения регистрационного удостоверения. 

Длительность разработки и производства вакцин зависит от многих факторов: штамма воз-

будителя, антигенных свойств, степени изученности. В среднем этапы занимают следующее 

количество времени: базовые исследования – 2–4 года; доклинические испытания – до 2 лет; 

первая фаза клинического этапа – 1–5 лет; вторая фаза – 2–3 года; третья – 5 и более лет. 

Суммарно на разработку одной вакцины уходит примерно 10–15 лет без учета мониторин-

га после внедрения в производство. В ряде случаев допускается экстренный выпуск препа-

ратов. Однако это не означает, что они «не проверены». В любом случае вакцина проходит 

установленные протоколом этапы, но в очень сокращенном варианте. В качестве примера 

можно привести COVID-19 или вакцину против вируса Эбола. То же происходит, если свой-

ства, присущие семейству возбудителя, хорошо известны. Например, ежегодные мутации 

вируса гриппа не являются препятствием для быстрого производства новой вакцины

Для ускорения этих процессов предложена технология модульных вакцин (вакцинных плат-

форм). Технология опирается на предварительно создаваемый «конструктор», включающий 

базовые носители (платформы) на основе прототипов уже известных патогенов и модульные 

антигены. Наличие таких заранее приготовленных «конструкторов», чьи базовые носители и 



Современные технологические платформы для разработки вакцин против опасных бактериальных инфекций (часть I)

7

модульные антигены успешно прошли фазу II клинических испытаний, может решить такие 

проблемы производства вакцин, как скорость разворачивания масштабного выпуска.

Помимо включения в банк прототипов уже известных патогенов и их протективных анти-

генов необходимо проводить целенаправленный поиск потенциальных возбудителей, вызы-

вающих эпидемии и пандемии. Продолжающаяся пандемия COVID-19 продемонстрировала 

важность быстрой разработки вакцин. Комплексный подход к исследованиям и разработкам 

вакцин максимизирует биомедицинскую готовность к пандемиям за счет использования 

гибких модульных вакцин на основе прототипов патогенов, универсальных для целых групп 

родственных патогенных бактерий. Даже если взятые по отдельности компоненты «кон-

структора» обладают высокой токсичностью, слабой иммуногенностью и плохой стабильно-

стью, редактирование геномов штаммов продуцентов позволяет устранить эти недостатки. 

Однако эти прикладные исследования по редактированию геномов должны опираться на 

фундаментальные и поисковые исследования для определения подходящих модулей с по-

тенциалом протективных антигенов. Использование универсальных платформ способствует 

упорядоченной и стандартизированной разработке вакцин, потенциально снижая затраты на 

весь цикл получения конечного продукта.

На основе анализа современных научных достижений в области вакцинологии может 

быть предложен алгоритм ускоренной разработки и выпуска бактериальных модульных вак-

цин против эмерджентных бактериальных инфекций с пандемическим потенциалом, вклю-

чающий 8 этапов: 

•  мониторинг современных научных разработок бактериальных вакцин;

•  предварительное создание и последующее пополнение банка унифицированных мо-

дульных протективных антигенов бактериальных патогенов и вакцинных платформ (ба-

зовых носителей); 

•  определение оптимального набора биомоделей (видов, пород, линий) для оценки анти-

генных модулей и базовых вакцинных платформ, потенциально протективных для 

людей;

•  получение регистрационных удостоверений на фармацевтические субстанции (модуль-

ные протективные антигены и базовые вакцинные платформы) и лекарственные препа-

раты для медицинского применения (вакцины); 

•  индикация, идентификация, полногеномный сиквенс, аннотация генома и определение in 

silico генов, кодирующих поверхностно расположенные антигены – потенциальные фак-

торы патогенности; 

•  доклиническая оценка безвредности и протективности вновь выявленных индивидуаль-

ных антигенов, антигенных композиций и антигенов, презентированных на базовых 

вакцинных платформах; 

•  проведение I и II фаз клинических испытаний; 

•  регистрация. 

При создании банка продуцентов унифицированных протективных антигенов патогенных 

бактерий предпочтительно использовать следующие методы: обратная вакцинология и 

поиск гомологичных генов в GenBank’е; молекулярное клонирование и синтез целевых 

генов; удаление последовательностей, ответственных за токсичность, иммуносупрессию и 

аллергизацию; оптимизация аминокислотных последовательностей; получение полиэпитоп-

ных иммуногенов и слитных белков; оптимизация технологии наработки и очистки компонен-

тов; определение протективности для различных групп животных, включая приматов.

Охарактеризованные целевые продукты (гены или белки) будут совместимы со всеми 

платформами бактериальных вакцин.

Предпочтение при депонировании в банке будет отдано антигенам с индексами иммуни-

тета ≥10. Что касается предпочтительности наработки вакцинного препарата сразу в виде 

поликомпонентного варианта или в виде отдельных модулей, объединяемых перед исполь-

зованием, то, как свидетельствует сравнительная оценка, оба варианта обладают сравни-

мой эффективностью. Модульные компоненты целесообразнее выделять и чистить отдель-

но, так как это позволит увеличить выход целевых продуктов.

 Описание конкретных, разрабатываемых нами платформ – в следующем номере журна-

ла «Бактериология».

Директор ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии 

и биотехнологии» Роспотребнадзора, академик РАН 

И.А.Дятлов 
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Мышиная модель летального листериоза 

для оценки эффективности 

антибактериальных препаратов

А.И.Борзилов, О.В.Коробова, Т.И.Комбарова, Е.С.Перескокова, Е.А.Ганина

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Listeria monocytogenes – микроорганизм, вызывающий в основном пищевую инфекцию у человека, которая часто 
заканчивается смертью. Важным свойством листерий является их способность проникать из кишечника в различные 
органы и ткани макроорганизма, а также преодолевать гематоэнцефалический и плацентарный барьеры. Нередко 
эффективные in vitro против L. monocytogenes антибиотики и рекомендованные схемы их применения не дают желае-
мого лечебного эффекта. Поиск новых антибактериальных препаратов и схем лечения листериоза невозможно про-
водить без использования животных моделей листериозной инфекции, которые дают объективные данные об их 
эффективности in vivo.
В ходе наших исследований была разработана модель генерализованной листериозной инфекции у мышей линии 
BALB/c, характеризующаяся 100%-й гибелью животных. Листериозный сепсис вызывали путем внутрибрюшинного 
введения культур вирулентных (клинических) штаммов L. monocytogenes – MA554, ББ1 или YIM3. В процессе изучения 
экспериментального листериоза были определены оптимальные заражающие дозы L. monocytogenes, динамика дис-
семинации клеток патогена в организме мышей, патологические и функциональные изменения в органах и тканях. 
Пригодность разработанной модели листериозной инфекции у мышей была проверена в экспериментах по лечению. 
В качестве антибактериальных препаратов использовали ко-тримоксазол и комбинацию ампициллина с гентамици-
ном. Показано, что антибиотикотерапия летального листериоза, начатая в различные периоды генерализации инфек-
ции, защищает мышей от гибели и санирует их организм от возбудителя инфекции – L. monocytogenes, что говорит о 
пригодности разработанной нами модели. Более позднее начало лечения дает менее выраженный терапевтический 
эффект 
Ключевые слова: Listeria monocytogenes, мышиная модель, листериоз, сепсис, антибиотикотерапия

Для цитирования: Борзилов А.И., Коробова О.В., Комбарова Т.И., Перескокова Е.С., Ганина Е.А. Мышиная модель летального листериоза 
для оценки эффективности антибактериальных препаратов. Бактериология. 2022; 7(2): 8–21. DOI: 10.20953/2500-1027-2022-2-8-21

A mouse model of lethal listeria for assessing the efficiency 
of antibacterial drugs

A.I.Borzilov, O.V.Korobova, T.I.Kombarova, E.S.Pereskokova, E.A.Ganina

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow Region, 

Russian Federation

Listeria monocytogenes is a microorganism that causes mainly a foodborne infection in humans, which often results in death. 
An important property of Listeria is their ability to penetrate from the intestine into various organs and tissues of the 
macroorganism, as well as to overcome the blood-brain and placental barriers. Quite often, antibiotics effective against 
L. monocytogenes in vitro and the recommended regimens for their use do not provide the desired therapeutic effect. The 
search for new antibacterial drugs and treatment regimens for listeriosis cannot be carried out without the use of animal models 
of listeriosis infection, which provide objective data on their effectiveness in vivo.
In our research, a model of generalized listeriosis infection in BALB/c mice was developed, which is characterized by 100% 
death of animals. Listeriosis sepsis was induced by intraperitoneal injection of cultures of virulent (clinical) strains of 
L. monocytogenes – MA554, BB1 or YIM3. The optimal infecting doses of L. monocytogenes, the dynamics of dissemination 
of pathogen cells in mice, pathological and functional changes in organs and tissues have been determined in the process of 
experimental listeriosis studying. The suitability of the developed model of listeria infection in mice has been tested in treatment 
experiments. Co-trimoxazole and a combination of ampicillin with gentamicin has been used as antibacterial drugs. It has been 
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Г
рамположительные бактерии Listeria monocytogenes 

являются возбудителями листериоза – смертельно 

опасной для человека пищевой инфекции. Листерии широко 

распространены в природе и вегетируют в почве [1]. К роду 

Listeria относятся 17 видов, из которых только один (L. mono-

cytogenes) является патогенным для человека. Люди чаще 

всего заражаются через продукты питания: мясные полуфа-

брикаты, колбасы, сырые молочные продукты, копченую 

рыбу [2, 3]. По количеству выявленных случаев листериоз 

значительно уступает сальмонеллезу и кампилобактериозу, 

но превосходит их по летальности и тяжести клинического 

течения [4, 5]. Являясь факультативным внутриклеточным 

патогеном, листерии способны к инвазии из кишечника 

внутрь организма человека, поражая различные системы и 

органы. Так, например, клетки L. monocytogenes способны 

преодолевать плацентарный и гематоэнцефалический 

барьеры, что приводит к инфекциям плода, менингиту или 

энцефалиту [6, 7].

Важно, что в кишечнике листерии способны формировать 

биопленки, позволяющие клеткам патогена длительное 

время персистировать в его просвете [8]. Кишечная нормоф-

лора обеспечивает устойчивость к колонизации против мно-

гих патогенов, а опосредованное антибиотиками истощение 

микробиоты снижает иммунную защиту слизистых оболочек 

и системную иммунную защиту [9, 10]. Бактерии-продуценты 

бактериоцинов, такие как лактобактерии кишечной микро-

флоры, способны ингибировать L. monocytogenes [11–13]. 

Лечение антибиотиками вызывает дисбиоз кишечника, под-

вергая хозяина заражению даже при очень низких дозах 

L. monocytogenes [14]. Более высокий уровень заболеваемо-

сти наблюдается в случае иммунодефицитных состояний 

[15, 16], у детей и пожилых людей [17, 18], у беременных 

женщин [19]. Смертность среди людей, заболевших листе-

риозом, может достигать 30% [6, 20]. 

Способность листерий к внутриклеточной и внеклеточной 

персистенции в сочетании с природной устойчивостью к не-

которым антибиотикам значительно затрудняет антибиоти-

котерапию листериоза и ухудшает прогноз лечения [21–23].

Подавляющее большинство штаммов L. monocytogenes 

чувствительны к действию β-лактамных антибиотиков пени-

циллинового ряда, аминогликозидов, тетрациклинов, глико-

пептидов, фторхинолонов последнего поколения, макроли-

дов, карбапенемов, триметоприм/сульфаметоксазола, но 

устойчивы к цефалоспоринам и гентамицину [24–27]. 

Имеются сведения о том, что количество полирезистентных 

штаммов листерий, устойчивых к трем и более антибиоти-

кам, не превышает 23% [26]. 

Традиционные схемы антибиотикотерапии листериоза 

включают использование пенициллина и ампициллина от-

дельно или в комбинации с гентамицином [28, 29]. Синергизм 

этих препаратов показан в экспериментах in vitro [30, 31]. С 

другой стороны, руководства по эмпирическому лечению 

рекомендуют использовать антибиотики широкого спектра 

действия, такие как пиперациллин/тазобактам или карбапе-

немы. Эти антибиотики также активны против 

L. monocytogenes как in vitro, так и in vivo [32–34]. Несмотря 

на эффективность в экспериментах, эти препараты не дают 

хороших результатов при лечении листериоза у людей [35]. 

Следует отметить, что некоторые антибиотики, активные в 

отношении планктонной культуры L. monocytogenes, оказы-

ваются неэффективными в отношении внутриклеточно пер-

систирующих бактерий [34].

В Российской Федерации при локализованной (желези-

стой) форме листериоза используется один из следующих 

препаратов: ампициллин (амоксициллин), ко-тримоксазол, 

эритромицин, доксициклин, левомицетин в средних терапев-

тических дозах или пенициллин в больших дозах. При гене-

рализованных формах заболевания и инфекции новорож-

денных рекомендуется сочетание ампициллина или амокси-

циллина с гентамицином, а также ко-тримоксазол [36, 37].

Для поиска новых противолистериозных препаратов, эф-

фективных комбинаций антибиотиков и схем их применения 

используют исследования in vivo, которые, в отличие от экс-

периментов in vitro, дают более достоверную информацию 

об эффективности антибактериальных препаратов.

Мышиная модель из-за небольшого размера грызунов и 

их относительной дешевизны делает возможными крупно-

масштабные эксперименты. Внутривенное инфицирование 

приводит к гибели мышей, подкожное – к сублетальной ин-

фекции, внутрижелудочное – к кишечной инфекции, но при 

большой заражающей дозе. Так, например, для воспроизве-

дения нелетальной пищевой листериозной инфекции мышей 

заражают внутрижелудочно культурой L. monocytogenes в 

дозе 108–1010 КОЕ [38]. Инфицирующая способность штам-

мов листерий зависит от иммунного статуса модельных жи-

вотных. Установлено, что заражающая доза штамма 

L. monocytogenes F5817 (серотип 4b) при внутрижелудочном 

введении иммунокомпетентным мышам линии C57Bl/6j при-

близительно на четыре порядка выше, чем для тех же 

мышей с индуцированным иммунодефицитом [39].

Различные линии мышей отличаются по восприимчиво-

сти к L. monocytogenes-инфекции. Мыши линии A/J, BALB/c, 

By/J значительно более чувствительны к кишечной листери-

озной инфекции, чем мыши C57Bl/6. Экспериментальные 

данные показали, что LD50 L. monocytogenes Scott A (серотип 

4b) составляет 106 КОЕ при внутрижелудочном введении, а 

для мышей C57Bl/6 – 108 КОЕ. Различия в составе микро-

биоты кишечника, способной повлиять на восприимчивость 

к инфекции, у этих линий мышей отсутствовали [40, 41]. 

Модель внутрибрюшинного заражения используют для опре-

shown that antibiotic therapy for lethal listeriosis, started at different periods of infection generalization, protects mice from death 
and sanitizes their body from the infectious agent, L. monocytogenes, which indicates the suitability of our model. A later start 
of treatment gives a less pronounced therapeutic effect.
Key words: Listeria monocytogenes, mouse model, listeriosis, sepsis, antibiotic therapy

For citation: Borzilov A.I., Korobova O.V., Kombarova T.I., Pereskokova E.S., Ganina E.A. A mouse model of lethal listeria for assessing the efficiency of 
antibacterial drugs. Bacteriology. 2022; 7(1): 8–21. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2022-2-8-21
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деления вирулентности культур L. monocytogenes на мышах 

линии BALB/c весом 14–16 г [42].

В наших исследованиях мы разработали модель леталь-

ной листериозной инфекции у мышей линии BALB/c. В каче-

стве возбудителя инфекции использовали клинические 

штаммы листерий – L. monocytogenes MA554, 

L. monocytogenes ББ1 или L. monocytogenes YIM3 – из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». Пригодность разра-

ботанных мышиных моделей для оценки эффективности 

антибактериальных препаратов мы проверили в экспери-

ментах по антибиотикотерапии листериоза.

Материалы и методы

Бактериальные культуры

Для моделирования экспериментальной листериозной 

инфекции использовали три штамма L. monocytogenes из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». Штамм MA554 (Инв. 

№ В-9071) выделен из ликвора ребенка, больного менинги-

том; штамм ББ1 (Инв. № В-7495) выделен из патологоанато-

мического материала умершего цыпленка; штамм YIM3 

(Инв. № В-9109) выделен из ликвора взрослого человека, 

больного менингитом. Культуры листерий чувствительны к 

ампициллину (≤1 мкг/мл), гентамицину (минимальная пода-

вляющая концентрация (МПК) ≤4 мкг/мл), ко-тримоксазолу 

(МПК ≤0,06 мкг/мл по триметоприму). 

Питательные среды, антибиотики

Для культивирования штаммов L. monocytogenes исполь-

зовали плотную питательную среду №1 ГРМ (ФБУН ГНЦ 

ПМБ, Россия) с добавлением 2% гемолизированной крови. 

Определение чувствительности бактериальных штаммов к 

антибактериальным препаратам проводили на питательной 

среде Мюллера–Хинтона (Hi-Media, Индия). В качестве се-

лективной среды для выявления листерий в фекалиях 

мышей использовали агаризированную среду ПАЛ с селек-

тивной добавкой (ФБУН ГНЦ ПМБ,Россия).

Для лечения экспериментального листериоза использо-

вали ампициллина натриевую соль (PanReac Appli Chem, 

Испания), гентамицин (KRKA, Словения) и ко-тримоксазол 

(Biocraft, Германия).

Лабораторные животные

В экспериментах in vivo в качестве модельных животных 

использовали мышей линии BALB/c (самцы/самки, вес 

15–18 г). Модельных животных содержали в стандартных ус-

ловиях в соответствии с международными нормами и требо-

ваниями. Мыши имели свободный доступ к воде и корму 

(ООО «Лабораторкорм», Москва). Мышей размещали в по-

ликарбонатных клетках Lab Products Inc. (США) группами не 

более шести животных в каждой и проводили за ними еже-

дневное ветеринарное наблюдение. Умерших в процессе экс-

перимента мышей удаляли из клеток по мере обнаружения.

Заражение лабораторных животных

Бактериальную взвесь для инфицирования животных го-

товили из ночной агаровой культуры, суспендируя ее в фи-

зиологическом растворе (0,85%-й хлорид натрия). Взвеси 

доводили до плотности 3,7 по стандарту оптической мутно-

сти МакФарланда, что приблизительно соответствует 

2 × 109 КОЕ/мл. Затем делали последовательные разведе-

ния суспензий до достижения необходимой концентрации 

клеток L. monocytogenes. Культуры вводили мышам внутри-

брюшинно в объеме 0,5 мл. Для инъекций использовали ин-

сулиновые шприцы с иглой 26–28 G. Контроль количества 

клеток во взвеси осуществляли путем высева по 0,1 мл из 

соответствующих разведении исходной взвеси на плотную 

питательную среду №1 ГРМ с добавлением гемолизирован-

ной крови. Посевы инкубировали в течение 24 ч при темпе-

ратуре 37°С.

Изучение динамики развития листериозного сепсиса

Развитие генерализованной инфекции, вызываемой куль-

турами L. monocytogenes MA554, YIM3 и ББ1, изучали на 

мышах линии BALB/c. Животных инфицировали внутрибрю-

шинно ночной агаровой культурой листерий в дозе 200 LD50. 

Бактериальные взвеси вводили мышам в объеме 0,5 мл. 

Среднелетальная доза штамма МА554 составляет 

6,9 × 104 КОЕ, штамма YIM3 – 2,0 × 104 КОЕ, штамма ББ1 – 

7,0 × 104 КОЕ. 

Диссеминацию клеток патогена в организме эксперимен-

тальных животных оценивали по степени специфической 

бактериальной инвазии паренхиматозных органов и уровню 

бактериемии через 3, 6, 12, 24 и 48 ч после инфицирования. 

В каждый временной интервал по пять животных подверга-

ли эвтаназии и отбирали селезенку, легкие, мозг и кровь 

для проведения количественного бактериологического ана-

лиза. Кроме того, для выявления функциональных и морфо-

логических изменений внутренних органов в процессе раз-

вития острой листериозной инфекции через 48 ч после ин-

фицирования делали общий и биохимический анализ крови. 

В это же время проводили гистологические исследования 

внутренних органов мышей – селезенки, легких, печени, го-

ловного мозга, регионарных лимфатических узлов и тимуса.

Клинический анализ крови

Общий анализ крови проводили на автоматическом гема-

тологическом анализаторе PCE-90Vet (High Technology, 

США) в соответствии с руководством по использованию при-

бора. Для сбора крови применяли микропробирки с K2-

ЭДТА.

Биохимический анализ крови

Биохимический анализ крови (аланинаминотрансфераза 

(АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), щелочная фосфа-

таза (ЩФ), общий белок, глюкоза, креатинин) проводили на 

полуавтоматическом биохимическом анализаторе 

StatFax-3300 (Awareness Technology, США) с использовани-

ем жидких реактивов UTS (ООО «Юнимед», Россия).

Бактериологический анализ органов

Животных подвергали эвтаназии методом декапитации, а 

затем вскрывали для получения образцов органов. Селезенку, 

печень и легкие растирали в стерильных фарфоровых ступ-

ках с добавлением кварцевого песка. В гомогенаты добавля-

ли 1 мл стерильного физиологического раствора и перемеши-
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вали до получения однородной суспензии. Полученные суспен-

зии (цельные и их десятикратные разведения) высевали на 

поверхность питательного агара. В качестве питательной 

среды для выявления культуры листерий использовали пита-

тельную среду – ПАЛ-агар с селективной добавкой. Посевы 

инкубировали при температуре 37°С в течение 18–24 ч.

Гистологическое исследование органов и тканей

Гистологические исследование проводили через 48 ч после 

внутрибрюшинного заражения (на пике сепсиса) мышей куль-

турами L. monocytogenes MA554, YIM3 и ББ1. В качестве 

контролей использовали интактных мышей линии BALB/c. 

После эвтаназии у животных препарировали селезенку, лег-

кие, печень, головной мозг, регионарные лимфатические 

узлы и тимус.

Полученные образцы помещали во флакон с 50 мл 4%-го 

раствора параформа. Через 24 ч экспозиции раствор пара-

форма заменяли свежей порцией. Исследованию подвергали 

гистологические срезы органов, окрашенные гематоксили-

ном и эозином по стандартной методике. Анализ гистологиче-

ских препаратов проводили с использованием микроскопа 

Nikon Elipse 80i и программы анализа изображения NIS 

Elements F4.60.00. Определяли наличие признаков воспали-

тельно-некротических изменений в исследуемых образцах.

 Антибиотикотерапия летальной 

листериозной инфекции

Летальную листериозную инфекцию воспроизводили на 

мышах линии BALB/c. Мышей (самцы/самки, 15–18 г) заража-

ли внутрибрюшинно культурами штаммов L. monocyto-

genes MA554 или L. monocytogenes ББ1 в дозе 200 LD50. После 

инфицирования животных делили случайным образом на че-

тыре лечебных и одну контрольную группы по 8 животных в 

каждой. Мышей из 1-й и 2-й групп лечили ко-тримоксазолом 

(250 мг/кг) один раз в день внутрижелудочно. Терапию начина-

ли через 3 и 24 ч соответственно и продолжали 5 суток. Мыши 

из 3-й и 4-й групп получали комбинированное лечение ампи-

циллином (100 мг/кг) и гентамицином (20 мг/кг) дважды в день. 

Продолжительность лечения 5 дней. Антибиотикотерапию на-

чинали через 3 и 24 ч после заражения. Группа №5 являлась 

контрольной и не получала антибактериальных препаратов. 

Статистические методы

Статистическую обработку результатов (вычисление сред-

него арифметического значений и стандартного отклонения, 

двухсторонний критерий Стьюдента) проводили с использо-

ванием статистических ресурсов программы Microsoft Excel 

2010 и статистической программы Statistica 10.

Результаты и обсуждение

Модель летального листериозного сепсиса у мышей

Результаты бактериологического анализа показали, что 

штаммы YIM3, МА554 и ББ1 L. monocytogenes после внутри-

брюшинного введения в дозе 200 LD50 вызывают у мышей 

линии BALB/c развитие системной инфекции – сепсиса. 

Культура L. monocytogenes была выявлена у всех животных 

из селезенки и легких через 3 ч после заражения. 

Обсемененность селезенки этими штаммами составила 

4,21; 6,04 и 5,04 Log10 КOE/г соответственно (табл. 1–3). 

Таблица 1. Обсемененность селезенки, легких и крови мышей 

бактериями L. monocytogenes YIM3 в различные сроки острой 

листериозной инфекции, обусловленной внутрибрюшинным 

заражением в дозе 200 LD50

Время после 
заражения, ч

Log10 КOE/г (мл) клеток L. monocytogenes YIM3*

Селезенка Легкое Кровь

3 4,21 ± 0,28 (5/5)** 3,70 ± 0,30 (5/5) 0 (5/5)

6 4,78 ± 0,09 (5/5) 4,25 ± 0,70 (5/5) 1,53 ± 0,39 (3/5)

12 4,76 ± 0,44 (5/5) 4,65 ± 0,28 (5/5) 1,66 ± 0,28 (3/5)

24 5,25 ± 0,34 (5/5) 4,81 ± 0,45 (5/5) 1,65 ± 0,09 (2/5)

48 7,45 ± 0,35 (5/5) 6,44 ± 0,12 (5/5) 2,14 ± 0,14 (5/5)

*представлены средние значения и стандартное отклонение (n = 5);
**в дроби указано соотношение количества животных, у которых была 
выявлена культура L. monocytogenes YIM3, к общему количеству животных в 
группе.

Таблица 2. Обсемененность селезенки, легких и крови мышей 

бактериями L. monocytogenes ББ1 в различные сроки острой 

листериозной инфекции, обусловленной внутрибрюшинным 

заражением в дозе 200 LD50

Время после 
заражения, ч

Log10 КOE/г (мл) клеток L. monocytogenes ББ1*

Селезенка Легкое Кровь

3 5,04 ± 0,53 (5/5)** 4,66 ± 0,82 (5/5) 1,75 ± 0,31 (5/5)

6 4,51 ± 0,83 (5/5) 3,74 ± 0,96 (5/5) 1,69 ± 0,81 (2/5)

12 5,73 ± 1,01 (5/5) 4,72 ± 1,43 (5/5) 2,32 ± 0,19 (3/5)

24 6,60 ± 0,42 (5/5) 5,57 ± 0,57 (5/5) 2,43 ± 0,19 (2/5)

48 7,44 ± 0,36 (5/5) 6,02 ± 0,32 (5/5) 2,76 ± 0,57 (5/5)

*представлены средние значения и стандартное отклонение (n = 5);
**в дроби указано соотношение количества животных, у которых была 
выявлена культура L. monocytogenes ББ1, к общему количеству животных в 
группе.

Таблица 3. Обсемененность селезенки, легких, мозга и крови мышей бактериями L. monocytogenes МА554 в различные сроки 

острой листериозной инфекции, обусловленной внутрибрюшинным заражением в дозе 200 LD50

Время после заражения, ч Log10 КOE/г (мл) клеток L. monocytogenes МА554*

Селезенка Легкое Мозг Кровь

3 6,04 ± 0,71 (5/5)** 5,28 ± 0,91 (5/5) 0 (5/5) 1,90 ± 0,47 (5/5)

6 5,95 ± 0,51 (5/5) 5,84 ± 0,46 (5/5) 0 (5/5) 2,36 ± 0,42 (3/5)

12 6,37 ± 0,07 (5/5) 5,89 ± 0,51 (5/5) 2,70 ± 0,57 (2/5) 2,78 ± 0,47 (5/5)

24 7,75 ± 0,57 (5/5) 6,37 ± 0,68 (5/5) 2,89 ± 0,63 (3/5) 3,14 ± 0,32 (5/5)

48 8,05 ± 0,82 (5/5) 6,41 ± 0,69 (5/5) 3,18 ± 0,92 (5/5) 3,60 ± 0,92 (5/5)

*представлены средние значения и стандартное отклонение (n = 5);
**в дроби указано соотношение количества животных, у которых была выявлена культура L. monocytogenes МА554, к общему количеству животных в группе.
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Концентрация клеток листерий штаммов YIM3, МА554 и ББ1 

в легких составила в среднем 3,7; 5,28 и 4,66 Log10 КOE/г со-

ответственно. В дальнейшем бактериальная инвазия органов 

увеличивалась и достигала своего максимума через 2 суток 

после инфицирования. Количество бактерий L. monocytogenes 

в селезенке достигало 7,44–8,05 Log10 КOE/г, а в легочной 

ткани – 6,02–6,44 Log10 КOE/г. 

Бактериемия появлялась у животных через 3 ч после зараже-

ния культурами штаммов МА554 и ББ1 и через 6 ч после зара-

жения штаммом YIM3. В процессе развития инфекции количе-

ство листерий в крови нарастало. Наиболее выраженная бакте-

риемия была у животных на 2-е сутки инфекции. Концентрация 

клеток штамма YIM3 составляла 2,14 Log10 КOE/мл, клеток 

штамма ББ1 – 2,76 Log10 КOE/мл, клеток штамма МА554 – 

3,6 Log10 КOE/мл. Количество животных с бактериемией после 

заражения штаммами МА554 и ББ1 сначала сокращалось, а 

затем опять достигло 100% к 12 и 48 ч соответственно. Похожий 

эффект наблюдался и в случае штамма YIM3.

В ходе бактериологических исследований было установле-

но, что листерии штамма МА554 преодолевали гематоэнце-

фалический барьер и проникали в головной мозг животных. 

По крайней мере, через 12 ч после заражения у 2 из 5 живот-

ных в высевах из головного мозга была обнаружена культура 

L. monocytogenes МА554. Через 24 ч культура была иденти-

фицирована у 3 из 5 животных, а через 48 ч – у всех инфици-

рованных мышей. Концентрация клеток L. monocytogenes 

МА554 в тканях головного мозга мышей повышалась с 2,70 

до 3,18 Log10 КOE/г. В то же время при заражении мышей 

штаммами ББ1 и YIM3 патоген в головном мозге мышей не 

был обнаружен в течение всего периода наблюдения (48 ч 

после инфицирования). 

В ходе экспериментов было установлено, что мыши, инфи-

цированные внутрибрюшинно культурами штаммов 

L. monocytogenes, теряли в весе 1–2 г в ходе развития листе-

риозного сепсиса, что свидетельствует о тяжести заболева-

ния. Следует отметить, что после заражения мышей культура-

ми штаммов YIM3, ББ1 и МА554 в дозе 200 LD50 гибель живот-

ных отмечалась со 2-х по 5-е сутки (рис. 1). У 100% умерших 

животных был выделен возбудитель инфекции – 

L. monocytogenes.

Общий анализ крови мышей, зараженных внутрибрюшин-

но культурами L. monocytogenes, показал, что через 2 суток у 

мышей развивается лимфоцитопения – снижение количества 

лимфоцитов (р < 0,05) в крови, и повышается уровень содер-

жания гранулоцитов (р < 0,05) (табл. 4). Других статистически 

значимых изменений гематологических показателей крови у 

инфицированных животных выявлено не было.

Биохимический анализ сывороток крови мышей, инфици-

рованных внутрибрюшинно штаммами L. monocytogenes 

Таблица 4. Результаты клинического анализа крови мышей BALB/c (n = 5) после внутрибрюшинного введения 200 LD50 культур 

L. monocytogenes штаммов YIM3, ББ1 и МА554 через 48 ч после заражения

Показатель Ед. изм. Контроль (интактный) Штамм L. monocytogenes

YIM3 ББ1 МА554

Лейкоциты ×109/л 8,2 ± 1,7 8,5 ± 2,0 7,7 ± 2,8 6,4 ± 2,9

Лимфоциты ×109/л 5,9 ± 0,9 1,9 ± 1,1 2,0 ± 1,4 1,0 ± 0,6

Моноциты ×109/л 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,2 0,2 ± 0,1 0,2 ± 0,1

Гранулоциты ×109/л 2,1 ± 0,8 6,2 ± 1,4 5,6 ± 2,5 5,2 ± 2,4

Лимфоциты % 72,4 ± 4,4 22,3 ± 11,3 25,2 ± 12,8 16,3 ± 4,0

Моноциты % 2,6 ± 0,2 3,4 ± 1,2 3,0 ± 0,8 3,0 ± 1,0

Гранулоциты % 25,1 ± 4,5 74,4 ± 12,4 71,8 ± 13,6 80,8 ± 4,5

Эритроциты ×1012/л 9,62 ± 0,12 9,41 ± 0,39 8,79 ± 0,43 9,19 ± 0,36

Гемоглобин г/л 142 ± 9 134 ± 5 127 ± 9 134 ± 5

Гематокрит % 41,6 ± 2,6 39,5 ± 1,5 39,4 ± 2,9 39,8 ± 1,6

Средний объем эритроцита фл 43,3 ± 2,3 42,1 ± 2,5 44,9 ± 1,8 43,4 ± 1,2

Среднее содержание гемоглобина в эритроците пг 14,7 ± 0,8 14,2 ± 0,9 14,4 ± 0,5 14,5 ± 0,2

Средняя концентр. гемоглобина в эритроците г/л 340 ± 4 338 ± 3 323±3 337 ± 7

Ширина распред. эритроцитов – 17,9 ± 2,1 17,9 ± 2,7 17,6 ± 1,4 17,5 ± 2,4

Тромбоциты ×109/л 634 ± 50 627 ± 135 608 ± 163 583 ± 98

Средний объем тромбоцита фл 4,4 ± 0,2 4,8 ± 0,3 4,9 ± 0,3 4,9 ± 0,3

Ширина распред. тромбоцитов – 15,8 ± 0,4 15,6 ± 0,2 15,7 ± 0,3 15,7 ± 0,2

Тромбокрит % 0,278 ± 0,01 0,302 ± 0,070 0,301 ± 0,092 0,283 ± 0,041

Рис. 1. Выживаемость мышей линии BALB/c (по 10 мышей в 

группе) после внутрибрюшинного введения 200 LD50 культур 

L. monocytogenes штаммов YIM3, ББ1 и МА554.
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YIM3, ББ1 и МА554, который был проведен через 48 ч после 

заражения, показал отсутствие статистически достоверных 

изменений уровня общего белка и глюкозы в сыворотке 

крови по сравнению с контролем (табл. 5). С другой стороны, 

у мышей наблюдалось статистически значимое (р < 0,05) 

увеличение количества АСТ, АЛТ и креатинина. Уровень ЩФ 

снижался в 2,1–2,7 раза.

Гистологические исследования внутренних органов (селе-

зенка, печень, паховые лимфатические узлы, головной мозг, 

легкие) мышей были проведены через 48 ч после внутри-

брюшинного заражения штаммами L. monocytogenes YIM3, 

ББ1 и МА554 в дозе 200 LD50. 

Штамм L. monocytogenes YIM3. Микроскопическое ис-

следование селезенки у мышей, инфицированных культу-

рой штамма L. monocytogenes YIM3, выявило различный 

характер изменений. У части мышей патологии в селезен-

ке не обнаружено (рис. 2А). Белая пульпа занимает основ-

ную площадь в селезенке. Содержит большое количество 

крупных, часто сливающихся между собой лимфатических 

фолликулов с обширными активными центрами размно-

жения. Красная пульпа плотно заполнена лимфоцитами. 

Встречаются небольшие скопления нейтрофилов. У дру-

гих животных наблюдается выраженная патологическая 

картина. Лимфатические фолликулы небольших размеров 

резко ограничены от окружающей красной пульпы. В цен-

тральной части лимфатических фолликулов, на месте 

центров размножения, часто обнаруживаются очаги не-

кроза. Красная пульпа малоклеточная. Основную площадь 

занимают клетки ретикуломакрофагальной стромы с диф-

фузно расположенными нейтрофилами. Эти клетки под-

вергаются некрозу с образованием обширных очагов из 

рыхлого скопления детрита (рис. 2Б). В красной пульпе 

сохраняется некоторое количество лимфоцитов и плазма-

тических клеток. 

Паховые лимфатические узлы всех инфицированных 

мышей имеют небольшие размеры. Корковая зона слабо 

выражена. Лимфатические фолликулы без центров размно-

жения. В мозговой зоне в результате уменьшения клеточной 

инфильтрации появляются участки, состоящие только из 

клеток стромы. Просветы синусов расширены, клетки в них 

не выявлены (рис. 3).

У одного животного из пяти в печени выявлены множе-

ственные некрозы. Некротизированные участки имеют окру-

глую форму и представляют собой скопление мелких базо-

фильно окрашенных частиц. Участок некроза резко ограни-

чен от окружающей паренхимы, которая имеет нормальное 

строение (рис. 4А). 

Большинство животных имели изменения в печени, про-

являющиеся в виде клеточной инфильтрации. В капиллярах 

печени обнаруживалось большое количество клеток, среди 

которых преобладали моноциты и нейтрофилы. Эти клетки 

часто образовывали небольшие скопления (рис. 4Б).

Микроскопический анализ срезов головного мозга 

мышей, инфицированных внутрибрюшинно L. monocytogenes 

YIM3, не выявил видимых морфологических изменений. 

Структура головного мозга соответствовала норме.

В легких мышей, зараженных штаммом L. monocytogenes 

YIM3, не выявлено микроскопических отклонений от нормы. 

Межальвеолярные перегородки тонкие, без инфильтрации. 

Просветы альвеол чистые, без экссудата.

Штамм L. monocytogenes ББ1. При гистологическом 

исследовании селезенки мышей линии BALB/c, инфициро-

ванных культурой L. monocytogenes ББ1, было выявлено 

резкое уменьшение количества лимфоцитов в белой и крас-

Таблица 5. Результаты биохимического анализа крови мышей BALB/c (n = 5) после внутрибрюшинного введения 200 LD50 культур 

L. monocytogenes штаммов YIM3, ББ1 и МА554 через 48 ч после заражения

Показатель Ед. изм. Контроль Штамм L. monocytogenes

YIM3 ББ1 МА554

Общий белок г/л 83,0 ± 10,7 87,9 ± 6,9 79,5 ± 10,0 81,8 ± 9,0

Глюкоза ммоль/л 3,57 ± 1,08 3,49 ± 0,68 4,39 ± 1,55 4,13 ± 2,24

АСТ МЕ/л 115,4 ± 15,6 207,1 ± 76,8 194,9 ± 45,2 199,9 ± 6,29

АЛТ МЕ/л 50,9 ± 8,5 67,4 ± 2,4 70,5 ± 2,2 66,5 ± 0,3

Креатинин мкмоль/л 36,8 ± 2,8 47,1 ± 2,7 52,4 ± 5,4 122,2 ± 3,5

ЩФ МЕ/л 334,1 ± 30,6 144,9 ± 59,5 120,5 ± 71,3 152,6 ± 51,4

Рис. 3. Микрофотографии срезов лимфатического узла мышей 

BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой 

L. monocytogenes YIM3. 48 ч после заражения. Увеличение ×4.

Центры размножения лимфоцитов отсутствуют. В мозговой зоне 

уменьшение клеточной инфильтрации.

Рис. 2. Микрофотографии срезов селезенки мышей BALB/c, 

инфицированных вбр культурой L. monocytogenes YIM3. 48 ч 

после заражения.

А – Патологии нет. Увеличение ×10; Б – Очаги некроза в централь-

ной части лимфатических фолликулов. Красная пульпа малоклеточ-

ная. Увеличение ×10.

А Б
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ной пульпе. На месте лимфатических фолликулов сохраня-

ются небольшие скопления лимфоцитов. В красной пульпе 

преобладают нейтрофилы, которые часто образуют некро-

тические очаги разной величины. Крупные очаги имеют 

рыхлую структуру, поскольку в них наряду с нейтрофилами 

имеются разрушенные клетки ретикуломакрофагальной 

стромы. Среди некротического субстрата находится множе-

ство микробных клеток (рис. 5). 

Микроскопический анализ срезов печени мышей, инфи-

цированных внутрибрюшинно культурой L. monocytogenes 

ББ1, показал наличие большого количества лейкоцитов в 

печени. В паренхиме изредка встречаются обширные ин-

фильтраты из нейтрофилов (рис. 6А) и некротические очаги 

(рис. 6Б) из разрушенных клеток инфильтрата и клеток пе-

чени (гепатоцитов). 

Патология в паховых лимфатических узлах отсутствует. 

Все зоны пахового лимфатического узла плотно заполнены 

лимфоцитами. В коре имеются фолликулы с центрами раз-

множения, что свидетельствует о развитии пролифератив-

ных процессов (рис. 7). 

В коре полушарий головного мозга выявлены множе-

ственные очаговые инфильтраты из круглоядерных клеток 

(рис. 8).

Микроскопическая картина легких мышей оставалась в 

пределах нормы. Структурных изменений легочной ткани не 

наблюдалось. 

Штамм L. monocytogenes МА554. Гистологическая кар-

тина селезенки у мышей, инфицированных культурой штам-

ма L. monocytogenes МА554, различается по степени выра-

женности патологии. У некоторых животных селезенка 

имеет выраженную степень развития в ней деструктивных 

изменений – некрозов (рис. 9А). Некрозы занимают основ-

ную площадь в селезенке. Некротизированная ткань пред-

ставлена множеством мелких базофильно окрашенных ча-

стиц – продуктов распада клеток, расположенных между 

волокон соединительной ткани стромы. Там же обнаружива-

ются в большом количестве микробные клетки. 

У некоторых мышей в селезенке отсутствуют патологиче-

ские изменения и преобладает картина иммунной пере-

стройки. Белая пульпа состоит из множества лимфатиче-

ских фолликулов, часто с центрами размножения. Красная 

пульпа заполнена лимфоцитами и плазматическими клетка-

ми (рис. 9Б).

Лимфатические узлы увеличены. Они имеют широкую 

корковую зону, содержащую фолликулы с центрами размно-

жения. Мякотные тяжи и синусы мозговой зоны заполнены 

лимфоцитами. Кроме того, в лимфатическом узле развива-

ются деструктивные процессы. В коре имеются участки де-

лимфотизации, в которых, на фоне сохранившихся компо-

нентов стромы, находятся частички детрита (рис. 10).

Гистологическое исследование печени мышей, инфици-

рованных штаммом L. monocytogenes МА554, показало, что 

у некоторых мышей образуется множество очагов некроза. 

Большинство очагов состоит из мелких частиц детрита, об-

разовавшегося из некротизированных клеток. В некоторых 

очагах среди базофильно окрашенных частиц имеются 

участки гомогенной консистенции светло-розовой окраски 

(рис. 11). У других животных этой группы изменения ограни-

Рис. 5. Микрофотографии срезов селезенки мышей BALB/c, 

инфицированных в/бр культурой L. monocytogenes ББ1. 

Увеличение ×10. 48 ч после заражения.

Очаги некроза различных размеров в красной пульпе, состоящие из 

разрушенных нейтрофилов. Наличие большого количества микроб-

ных клеток в некротическом субстрате. 

Рис. 7. Микрофотографии срезов лимфатического узла мышей 

BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой 

L. monocytogenes ББ1. 48 ч после заражения. Увеличение ×4.

Патологических изменений нет.

Рис. 4. Микрофотографии срезов печени мышей BALB/c, инфи-

цированных внутрибрюшинно культурой L. monocytogenes 

YIM3. Увеличение ×20. 48 ч после заражения.

А – множественные некрозы в ткани печени; Б – клеточная инфиль-

трация печени клетками (моноцитами, лейкоцитами, лимфоцитами 

и плазматическими клетками).

А Б

Рис. 6. Микрофотографии срезов печени мышей BALB/c, инфи-

цированных внутрибрюшинно культурой L. monocytogenes ББ1. 

Увеличение ×20. 48 ч после заражения.

А – Обширные инфильтраты из полиморфноядерных клеток в ткани 

печени; Б – Очаг некроза.

А Б
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чиваются инфильтрацией паренхимы нейтрофилами (рис. 

11Б).

В коре полушарий головного мозга у некоторых мышей 

выявлены диффузные и очаговые инфильтраты из кругло-

ядерных клеток (рис. 12).

В легких не выявлено микроскопических отклонений от 

нормы. 

Антибиотикотерапия экспериментальной листериоз-

ной инфекции

Пригодность разработанной нами мышиной модели ле-

тального листериоза оценивали в эксперименте по антибио-

тикотерапии инфекции, вызываемой штаммами 

L. monocytogenes MA554 и L. monocytogenes ББ1. После 

внутрибрюшинного заражения мышей линии BALB/c бакте-

риальными взвесями в дозе 200 LD50 животных делили слу-

чайным образом на равные группы по 8 особей и лечили в 

соответствии со схемой, представленной в табл. 6.

Результаты антибиотикотерапии летальной инфекции, об-

условленной штаммом L. monocytogenes MA554, показали 

высокую эффективность раннего начала приема препара-

тов – через 3 ч после заражения. Все мыши, получавшие 

ко-тримоксазол или ампициллин с гентамицином ежедневно 

в течение 5 дней, оставались живыми до конца срока наблю-

дения (14 суток). Более позднее начало терапии этими анти-

биотиками обеспечивало выживаемость 75 и 87,5% инфици-

рованных мышей соответственно. Все контрольные (без ле-

чения) животные пали в течение 4 суток после заражения. 

Результаты антибиотикотерапии экспериментальной листе-

риозной инфекции у мышей представлены на рис. 13.

Из всех павших в ходе эксперимента животных – опытных 

и контрольных – была выделена культура L. monocytogenes 

MA554. Бактериологический анализ, проведенный на 14-й 

день после инфицирования, показал отсутствие клеток па-

тогена возбудителя в селезенке, головном мозге и крови 

мышей. 

Антибиотикотерапия сепсиса, обусловленного 

L. monocytogenes ББ1, также была высокоэффективна. 

Введение ко-тримоксазола или ампициллина с гентамици-

ном через 3 ч после инфицирования дало абсолютный ле-

чебный результат: все мыши из лечебных групп выжили в 

течение 2 нед. При более позднем назначении этих препара-

тов выживаемость мышей составила 87,5 и 75% соответ-

Рис. 8. Микрофотографии срезов головного мозга мышей 

BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой 

L. monocytogenes ББ1. 48 ч после заражения. 

Инфильтрация мозговой ткани круглоядерными клетками. 

Увеличение ×10.

Рис. 12. Микрофотографии срезов головного мозга мышей 

BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой 

L. monocytogenes МА554. Увеличение ×10. 48 ч после зараже-

ния.

Инфильтрация мозговой ткани круглоядерными клетками.

Рис. 10. Микрофотографии срезов лимфатического узла мышей 

BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой 

L. monocytogenes МА554. 48 ч после заражения. Увеличение ×4.

В лимфатическом узле на фоне интенсивной инфильтрации и про-

лиферации лимфоцитов развиваются некротические процессы.

Рис. 9. Микрофотографии срезов селезенки мышей BALB/c, 

инфицированных в/бр культурой L. monocytogenes МА554. 48 ч 

после заражения.

А – Очаги некроза в центральной части лимфатических фоллику-

лов. Красная пульпа малоклеточная. Увеличение ×4; Б – насыщение 

красной пульпы лимфоцитами и плазматическими клетками. 

Увеличение ×4.

А Б

Рис. 11. Микрофотографии срезов печени мышей BALB/c, 

инфицированных внутрибрюшинно культурой L. monocytogenes 

МА554. Увеличение ×20. 48 ч после заражения.

А – Множественные очаги некроза; Б – Лейкоцитарная инфильтра-

ция ткани печени.

А Б
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ственно. Все выжившие животные не были носителями 

L. monocytogenes ББ1. 

100% контрольных животных умерли в период со 2-х по 

4-е сутки после заражения. От павших животных была вы-

делена культура листерий из селезенки, головного мозга и 

крови. Результаты антибиотикотерапии экспериментальной 

листериозной инфекции у мышей представлены на рис. 14.

Летальные модели инфекций весьма удобны в исследо-

ваниях по изучению специфической активности антибиоти-

ков, бактериофагов и других антибактериальных препара-

тов. Использование таких моделей дает наглядный и убеди-

тельный результат при экспериментальном лечении инфек-

ций – выживаемость животных. Мыши являются наиболее 

привлекательным видом лабораторных животных для моде-

лирования благодаря их невысокой стоимости и доступно-

сти. Ранее мы разработали и успешно применили мышиные 

модели летального сепсиса, обусловленного различными 

бактериальными агентами [43–54].

В данной статье мы описали модели экспериментальной 

листериозной инфекции, вызываемые тремя штаммами 

L. monocytogenes – MA554, YIM3 и ББ1. Эти штаммы были 

отобраны из коллекции патогенных микроорганизмов 

«ГКПМ-Оболенск» и в предварительных экспериментах по-

казали наибольшую вирулентность для мышей линии 

BALB/c. Показатель LD50 этих штаммов при внутрибрюшин-

ном введении составил 6,9 × 104 КОЕ, 2,0 × 104 КОЕ и 

7,0 × 104 КОЕ соответственно. Следует отметить, что самки 

мышей этой линии оказались более чувствительными к ли-

стериозной инфекции, чем самцы (данные не представле-

ны). Подобный факт отмечают и другие исследователи, мо-

делирующие листериоз [49]. Аутбредные мыши оказались 

менее чувствительными к внутрибрюшинному заражению, 

чем мыши линии BALB/c. В предварительных экспериментах 

было установлено, что внутрибрюшинное введение этим 

животным культуры L. monocytogenes MA554, 

L. monocytogenes YIM3 и L. monocytogenes ББ1 в количестве 

1 × 104 КОЕ не вызывало гибели ни одной беспородной 

мыши, тогда как у мышей BALB/c наблюдался падёж раз-

личной интенсивности. Более высокую чувствительность 

линейных мышей к листериозной инфекции отмечали и дру-

гие исследователи, указывая на мышей BALB/c, С57BL/6, 

A/J [40, 41]. Высокий уровень вирулентности выбранных 

нами штаммов не требовал дополнительного увеличения 

чувствительности к инфицированию модельных животных. 

Однако для моделирования листериозной инфекции некото-

рые исследователи используют мышей с индуцированным 

иммунодефицитом, что позволяет повысить вирулентность 

штаммов на 4 порядка [39, 50].

Для моделирования острого листериозного сепсиса у 

мышей мы использовали высокую заражающую дозу 

L. monocytogenes – 200 LD50. При внутрибрюшинном введе-

нии мышам BALB/c культур штаммов MA554, YIM3 и ББ1 в 

количестве 1,4 × 107 КОЕ, 4 × 106 КОЕ и 1,4 × 107 КОЕ соот-

ветственно все животные погибают в течение 5 суток, а 

первые случаи падежа наступают через 2 суток. Такая дина-

мика гибели мышей от листериозной инфекции дает воз-

можность начинать экспериментальное лечение инфекции в 

более отдаленные сроки – через 24 ч после инфицирования. 

Таблица 6. Схема лечения летальной листериозной инфекции, обусловленной L. monocytogenes, у мышей линии BALB/c 

№ группы Кол-во мышей 
в группе

Препарат Разовая доза 
препарата, мг/кг

Введение препаратов после заражения

1 8 Ко-тримоксазол 250 
по триметоприму

Внутрижелудочно через 3 ч после заражения, далее 1 раз в сутки, 
5 дней

2 8 Ко-тримоксазол 250 
по триметоприму

Внутрижелудочно через 24 ч после заражения, далее 1 раз в сутки, 
5 дней

3 8 Ампициллин + гентамицин 100 + 20 Подкожно, через 3 ч после заражения, 2 раза в сутки, 5 дней

4 8 Ампициллин + гентамицин 100 + 20 Подкожно, через 24 ч после заражения, 2 раза в сутки, 5 дней

5 8 Без лечения
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Рис. 13. Лечебная эффективность ко-тримоксазола и ампициллина с гентамицином при лечении летальной инфекции у мышей 

BALB/c, вызванной внутрибрюшинным введением 200 LD50 культуры L. monocytogenes MA554

А – начало лечения через 3 ч после заражения, Б – начало лечения через 24 ч после заражения.

А Б
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Динамика диссеминации бактерий L. monocytogenes в орга-

низме мышей оказалась очень интенсивной и имела штам-

мовые различия. Уже через 3 ч после внутрибрюшинного 

введения клетки листерий всех 3 штаммов в большом коли-

честве обнаруживались в легких и селезенке мышей BALB/c, 

что говорит о тяжести листериоза. В то же время бактерие-

мия развивалась у мышей только в случае L. monocytogenes 

MA554 и L. monocytogenes ББ1. Бактерии L. monocytogenes 

YIM3 обнаруживались в крови мышей только через 6 ч после 

заражения. Бактериологические исследования выявили вы-

сокие инвазивные свойства штамма MA554, который прео-

долевает гематоэнцефалический барьер. Через 12 ч бакте-

рии штамма MA554 обнаруживаются лишь у некоторых ин-

фицированных мышей, а через сутки – у 100% животных. 

Интересно, что даже при внутривенном введении листерий 

инвазия головного мозга случается редко и только при экс-

тремально высокой заражающей дозе [51].

Гематологические исследования показали одинаковые из-

менения в формуле крови мышей BALB/c, инфицированных 

всеми изученными нами штаммами листерий: лимфоцитопе-

нию и повышение количества моноцитов. Такие результаты, 

полученные на 2-е сутки после заражения, являются харак-

терными для летальной листериозной инфекции и свидетель-

ствуют о развитии инфекционного процесса у мышей.

Существенные изменения показателей уровня АСТ, АЛТ, 

ЩФ и креатинина в сыворотке крови мышей BALB/c через 

48 ч после заражения свидетельствуют о серьезном наруше-

нии функции печени и почек у инфицированных мышей, ко-

торое также связано с развитием выраженной листериозной 

инфекции.

Пригодность разработанной нами модели летального ли-

стериоза у мышей мы оценивали в экспериментах по его 

лечению. Мышей линии BALB/c инфицировали культурами 

L. monocytogenes МА554 и L. monocytogenes ББ1 в дозе 

200 LD50. В качестве антибактериальных препаратов мы при-

меняли антибиотики и схемы лечения, эффективные против 

L. monocytogenes, – ко-тримоксазол и комбинацию ампицил-

лина с гентамицином [28, 29]. In vitro отобранные нами мо-

дельные штаммы чувствительны к этим антибиотикам. МПК 

ко-тримоксазола, ампициллина и гентамицина для штаммов 

L. monocytogenes МА554 составляют 0,06; 0,03 и 0,25 мкг/мл, 

а для штамма L. monocytogenes ББ1 – 0,06; 0,125 и 0,5 мкг/

мл. Суточные дозы кo-тримоксазола (250 мг/кг), амипицил-

лина (200 мг/кг) и гентамицина (40 мг/кг) были эквивалентны 

человеческим дозам [52]. Экстренное лечение летального 

листериоза у части мышей начинали в ранние сроки инфек-

ции (через 3 ч после заражения), когда у животных уже на-

блюдался процесс генерализации инфекции, а бактериаль-

ная инвазия селезенки и легких достигала высоких значе-

ний – 6,04–5,04 Log10 КOE/г и 5,28–4,66 Log10 КOE/г соответ-

ственно. Позднюю антибиотикотерапию начали через сутки 

после заражения. В это время бактериальная обсеменен-

ность селезенки и легких увеличивалась на несколько по-

рядков и достигала 7,75–6,60 Log10 КOE/г и 6,37–5,57 Log10 

КOE/г соответственно. Важно, что помимо бактериальной 

инфильтрации паренхиматозных органов через сутки проис-

ходила инвазия головного мозга мышей клетками 

L. monocytogenes МА554 (2,89 Log10 КOE/г), что также свиде-

тельствовало о тяжелом течении инфекции. Следует отме-

тить, что в период с 3 до 24 ч у животных происходила на-

растание бактериемии.

Пригодность для практического применения разработан-

ной модели листериозной инфекции была проверена в экс-

периментах по ее антибиотикотерапии у мышей, инфициро-

ванных культурами штаммов МА554 и ББ1 L. monocytogenes. 

Полученные результаты показали, что модель летального 

листериоза поддается лечению антибиотиками, активными 

in vitro в отношении этих культур. Пятидневный курс лечения 

инфекции ко-тримоксазолом и комбинацией ампициллина с 

гентамицином не только обеспечивает выживаемость инфи-

цированных листериозом мышей линии BALB/c, но и полно-

стью санирует организм этих животных от клеток 

L. monocytogenes МА554 и L. monocytogenes ББ1. Раннее 

начало (через 3 ч после заражения) курса антибиотикотера-

пии дает абсолютный терапевтический эффект – 100%-ю 

выживаемость и элиминацию патогена из организма живот-

ных в лечебных группах. Следует отметить, что на момент 

начала лечения у всех зараженных животных имелся ярко 
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Рис. 14. Лечебная эффективность ко-тримоксазола и ампициллина с гентамицином при лечении летальной инфекции у мышей 

BALB/c, вызванной внутрибрюшинным введением 200 LD50 культуры L. monocytogenes ББ1.

А – начало лечения через 3 ч после заражения, Б – начало лечения через 24 ч после заражения.
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выраженный сепсис. Терапия летального листериоза ко-

тримоксазолом или ампициллином/гентамицином, отложен-

ная на сутки после инфицирования, предотвращает гибель 

более 75% мышей BALB/c, инфицированных обоими штам-

мами. Более низкая эффективность антибиотикотерапии 

листериозной инфекции, очевидно, связана с тем, что лече-

ние начиналось на фоне выраженного сепсиса и развития 

полиорганной недостаточности у животных. 

Заключение

В ходе проведенных исследований была разработана и 

изучена модель летальной листериозной инфекции у 

мышей, вызываемой вирулентными штаммами YIM3, 

MA554 и ББ1 L. monocytogenes. Внутрибрюшинное введе-

ние мышам линии BALB/c культур этих штаммов в дозе 200 

LD50 приводит к гибели 100% животных в течение 2–5 суток 

после инфицирования. У зараженных животных происхо-

дит быстрая (в течение первых 3 ч) генерализация листе-

риозной инфекции с диссеминацией в паренхиматозные 

органы и головной мозг (только для L. monocytogenes 

МА554). Инфекция характеризуется стремительным раз-

витием некротических изменений в паренхиматозных орга-

нах мышей и нарушением функциональной активности 

печени и почек.

Разработанная нами модель летальной листериозной ин-

фекции у мышей показала свою работоспособность в экспе-

риментах по антибиотикотерапии. Эффективные in vitro анти-

биотики (ко-тримоксазол, ампициллин, гентамицин) дают по-

ложительный лечебный результат при курсовом применении 

и начале лечения через 3 и 24 ч после заражения мышей 

линии BALB/c летальной дозой (200 LD50) культур L. monocyto-

genes MA554 и L. monocytogenes ББ1. Раннее начало анти-

биотикотерапии обеспечивает выживаемость и санацию 

100% зараженных мышей, позднее начало – 75–87,5%. 

Предложенная нами мышиная модель летальной листериоз-

ной инфекции может быть успешно использована для оценки 

эффективности in vivo различных антибактериальных препа-

ратов.
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Н о в о с т и  н а у к и

Клетки кишечника и молочнокислые бактерии совместно защищают от кандидоза

Дисбактериоз кишечной микробиоты может инициировать чрезмер-

ный рост симбиотических видов Candida – основного предрасполагаю-

щего фактора к диссеминированному кандидозу. Комменсальные бакте-

рии, такие как Lactobacillus rhamnosus, могут противодействовать пато-

генности Candida albicans. Исследовано взаимодействие между 

C. albicans, L. rhamnosus и эпителиальными клетками кишечника путем 

интеграции транскрипционного и метаболического профилирования и 

обратной генетики. Нецелевая метаболомика и моделирование in silico

показывают, что эпителиальные клетки кишечника метаболически спо-

собствуют росту бактерий, что приводит к выработке бактериями проти-

вовирулентных соединений. Кроме того, рост бактерий изменяет метаболическую среду, включая удаление излюбленных 

источников питательных веществ C. albicans. Это сопровождается транскрипционными и метаболическими изменениями у 

C. albicans, включая измененную экспрессию генов, связанных с вирулентностью. Наши результаты показывают, что коло-

низация кишечника бактериями может противодействовать C. albicans, изменяя метаболическую среду, вызывая метаболи-

ческие адаптации, которые снижают патогенность грибков.

Alonso-Roman R, Last A, Mirhakkak MH, et al. 

Lactobacillus rhamnosus colonisation antagonizes Candida albicans 

by forcing metabolic adaptations that compromise pathogenicity. 

Nat Commun. 2022;13:3192. DOI: 10.1038/s41467-022-30661-5
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Лабораторная диагностика паратифа В требует использования дополнительных методов идентификации возбудителя, 
поскольку серовар Salmonella Paratyphi B с антигенным комплексом 1,4,5,12:b:1,2 включает два биологических вари-
анта, различающихся по способности ферментировать d-тартрат. Заболевания, вызванные штаммами двух биоваров, 
имеют значительные эпидемиологические и патогенетические особенности. Тифоподобное заболевание вызывают 
штаммы биовара dT-. В рутинной практике лабораторий для дифференциации используют биохимический тест с аце-
татом свинца. Оценка результата теста носит субъективный характер, не всегда воспроизводима и требует до 6 дней 
инкубации посевов. Цель нашего исследования заключалась в оценке молекулярного метода, предложенного 
B.Malorny et al. (2003) для дифференциации d-тартрат-положительных и -отрицательных биоваров S. Paratyphi B. 
Изучено 15 штаммов S. Paratyphi B: 14 штаммов, выделенных от пациентов с гастроэнтеритом, по результатам поли-
меразной цепной реакции относились к биовару dT+, один штамм – от пациента с тифоподобным заболеванием – к 
биовару dT-, истинному возбудителю паратифа В. Результаты молекулярной идентификации подтверждались эпиде-
миологическими и клиническими данными. Молекулярные методы позволяют преодолеть проблемы, связанные с 
постановкой фенотипических тестов, и должны стать методами выбора для быстрой и достоверной идентификация 
сложнотипируемых штаммов Salmonella, вызывающих спорадические или групповые случаи сальмонеллезов. 
Ключевые слова: Salmonella Paratyphi B, d-тартрат, паратиф В, биовар, полимеразная цепная реакция
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S
almonella enterica subsp. enterica включает четыре серо-

вара, способных вызывать тифоподобные заболевания 

у человека. К ним относят возбудителя брюшного тифа 

S. Typhi и возбудителей паратифов S. Paratyphi A, S. Paratyphi 

B и S. Paratyphi C. В международной классификации болез-

ней (МКБ-10) каждому из перечисленных заболеваний при-

своен конкретный код (А01.0, А01.1, А01.2, А01.3 соответ-

ственно), в отличие от кишечных инфекций и пищевых 

отравлений, вызванных бактериями Salmonella других серо-

варов (код А02).

Лабораторная диагностика сальмонеллеза включает вы-

деление чистой культуры возбудителя из биологического 

материала, идентификацию до вида Salmonella enterica 

subsp. enterica по биохимической активности (в отношении 

углеводов, спиртов и других субстратов) и определение се-

рологического варианта (серовара) по характеристике ком-

плекса О- и Н-антигенов. В отношении идентификации 

S. Paratyphi B классического алгоритма исследования недо-

статочно, так как серовар с антигенной формулой 

1,4,5,12:b:1,2 включает два биологических варианта, разли-

чающихся по способности ферментировать d-тартрат (право-

вращающая соль винной кислоты). До 2001 г. в схеме 

«Antigenic formulae of the Salmonella serovars» штаммы 

Salmonella с антигенной формулой 1,4,5,12:b:1,2 относили к 

разным сероварам: штаммы, не ферментирующие d-тартрат 

(dT-), – к серовару S. Paratyphi B; штаммы, ферментирующие 

d-тартрат (dT+) – к серовару S. Java [1]. В 2001 г. серовар 

S. Java официально исключен из схемы. В настоящее время 

все штаммы Salmonella с антигенной формулой 1,4,5,12:b:1,2 

относят к серовару S. Paratyphi B (включающему биовар dT- 

и биовар dT+). Тем не менее микробиологи и эпидемиологи 

во многих странах по-прежнему используют название S. Java 

для штаммов S. Paratyphi B биовара dT+. В Российской 

Федерации современные изменения схемы «Antigenic 

formulae of the Salmonella serovars» отражены в методических 

рекомендациях «Бактериологическая диагностика брюшного 

тифа и паратифов А, В и С» (утверждены Роспотребнадзором 

29.12.2007 №0100/13745-07-34). В Методических указаниях 

«Лабораторная диагностика сальмонеллезов, обнаружение 

сальмонелл в пищевых продуктах и объектах окружающей 

среды» (МУ 4.2.2723-10) по-прежнему упоминаются два се-

ровара: S. Java (биовар dT+) и S. Paratyphi В (биовар dT-). 

Деление на биовары имеет эпидемиологическое значе-

ние, так как паратиф В (возбудитель – штаммы S. Paratyphi 

B биовара dT-) является антропонозной инфекцией, источ-

ник штаммов возбудителя – человек, заболевание протека-

ет чаще как генерализованная тифоподобная инфекция. 

Штаммы S. Paratyphi B биовара dT+ (старое название 

S. Java) характеризуются меньшей вирулентностью для че-

ловека, вызывают гастроэнтерит (генерализованная инфек-

ция развивается редко), источниками штаммов являются 

животные. По литературным данным, штаммы S. Paratyphi B 

биовара dT+ выделяют значительно чаще, чем таковые био-

вара dT- [2–4]. Зарегистрированы многочисленные вспышки, 

вызванные контаминированными пищевыми продуктами. Во 

Франции в 1993 г. 273 человека заболели в результате упо-

требления козьего сыра, сделанного из непастеризованного 

молока [5]. В 2000-х гг. были зарегистрированы вспышки 

сальмонеллеза в Дании, Бельгии, Шотландии, Швеции, 

Канаде и Великобритании, вызванные употреблением кон-

таминированных листьев салата, куриного мяса, а также 

вследствие контакта человека с черепахами и аквариумны-

ми рыбками [6–8]. Описаны две ведущие клональные линии 

S. Paratyphi B биовара dT+. Штаммы первой линии выделяли 

из мяса кур в Нидерландах в 2000–2004 гг., и вследствие 

импорта куриного мяса возникали вспышки в других евро-

пейских странах [9, 10]. Штаммы второй генетической линии 

характеризуются множественной устойчивостью к антими-

кробным препаратам (ампициллину, хлорамфениколу, 

стрептомицину, спектиномицину, сульфаниламидам и тетра-

циклину), вызывают спорадические заболевания человека, 

отмечены случаи выделения от аквариумных рыбок и телят 

[6, 8, 11–13]. 

Учитывая значительные эпидемиологические различия 

заболеваний, вызванных двумя биоварами S. Paratyphi B, во 

избежание диагностических ошибок в случае выделения 

штамма с антигенной формулой 1,4,5,12:b:1,2 в лаборатории 

необходимо определять биовар по отношению к d-тартрату. 

G.Alfredsson et al. (1972) предложили биохимический тест с 

ацетатом свинца для дифференциации dT+- и dT--штаммов 

Salmonella, который с небольшими модификациями (увели-

чение посевной дозы, времени и условий инкубации) ис-

пользуют в различных странах как золотой стандарт [14, 15]. 

Также существует коммерческий агар Remel Jordan’s Tartrate 

Agar (ThermoFisher) для оценки ферментации d-тартрата 

штаммами энтеробактерий, недоступный в Российской 

Федерации. Таким образом, дифференциация биоваров в 

рутинной практике требует постановки дополнительных био-

Laboratory diagnostics of paratyphi B requires the use of additional methods for pathogen identification, since Salmonella 
Paratyphi B serovar (antigen complex 1,4,5,12:b:1,2) includes two biological variants that differ in their ability to d-tartrate 
fermentation. Diseases caused by strains of these two biovars have significant epidemiological and pathogenetic features, 
typhoid-like disease is caused by dT- strains. In the routine laboratory practice a biochemical lead acetate test is used for 
differentiation, but the test result evaluation is subjective, not always reproducible and requires up to 6 days of incubation. The 
aim of our study was to evaluate the molecular method proposed by B.Malorny et al. (2003) for the differentiation of d-tartrate-
positive and negative biovars of S. Paratyphi B. 15 strains of S. Paratyphi B were studied: 14 strains isolated from patients with 
salmonella gastroenteritis, according to polymerase chain reaction, belonged to dT+ biovar; one strain from a patient with 
typhoid-like disease – to dT- biovar, the true causative agent of paratyphi B. Thus, the results of molecular identification are 
consistent with epidemiological and clinical data. Molecular methods overcome the problems of phenotypic testing and should 
be the methods of choice for rapid and reliable identification of Salmonella strains that cause sporadic or group cases of 
salmonellosis. 
Key words: Salmonella Paratyphi B, d-tartrate, paratyphi B, biovar, polymerase chain reaction

For citation: Kaftyreva L.A., Egorova S.A., Kameneva O.A., Kosyakova K.G., Shapar A.O., Kitsbabashvili R.V., Kamenev N.S. Using the molecular 
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химических тестов и не менее 6 дней для получения досто-

верного результата. 

Цель исследования заключалась в оценке молекулярно-

го метода для дифференциации биоваров S. Paratyphi B 

(d-тартрат-положительный и d-тартрат-отрицательный) при 

лабораторной диагностике паратифа В. 

Материалы и методы 

Изучены 15 штаммов S. Paratyphi B из коллекции рефе-

ренс-центра по мониторингу возбудителя брюшного тифа 

ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, 

выделенные в 2008–2019 гг. на административных террито-

риях РФ из проб фекалий пациентов с гастроэнтеритом (14 

штаммов биовар dT+) и крови пациента с тифоподобным 

течением сальмонеллезной инфекции (1 штамм биовар dT-). 

Видовую реидентификацию штаммов проводили с использо-

ванием бактериологического анализатора Vitek 2 Compact 

(BioMerieux), определение антигенной структуры – в реакции 

агглютинации с сыворотками диагностическими сальмонел-

лезными адсорбированными к О- и Н-антигенам сальмонелл 

ПЕТСАЛ производства СПбНИИВС (Россия). Для определе-

ния способности штамма Salmonella к расщеплению 

d-тартрата использовали тест с ацетатом свинца [16].

Для дифференциации биоваров S. Paratyphi B молекуляр-

ным методом использовали метод, предложенный B.Malorny 

et al. (2003) и модифицированный H.Levy et al. (2008) [4, 15]. 

Метод основан на том, что в геноме штаммов Salmonella 

присутствует ген STM3356, кодирующий катионный транс-

портер, способствующий росту Salmonella в присутствии 

d-тартрата. У штаммов Salmonella, не ферментирующих 

d-тартрат (dT-), в стартовом кодоне гена STM3356 присут-

ствует однонуклеотидный полиморфизм (single nucleotide 

polymorphism/SNP) ATG→ATA, поэтому трансляции катион-

ного транспортера не происходит. Детекция участка гена, 

включающего стартовый кодон ATG, в полимеразной цепной 

реакции (ПЦР) со специфическими праймерами позволяет 

дифференцировать штаммы двух биоваров. Бактериальную 

ДНК выделяли с помощью реагента InstaGen Matrix (BioRad, 

США) согласно инструкции производителя. Использовали 

две пары праймеров: для идентификации стартового кодона 

ATG – праймеры dT-for и dT-rev; для внутреннего контроля 

амплификации и выявления ложноотрицательных результа-

тов, вызванных ингибиторами ПЦР, – праймеры P1 и Р2 

(таблица) [3]. 

Мишень Последовательность (5’−3’) Название 
и размер ампликона

Кодон ATG dT-for: GTAAGGGTAATGGGTTCC
dT-rev: ACATTATTCGCTCAATGGAG

dT: 289 bp

Внутренний 
контроль 
амплификации

P1: TTATTAGGATCGCGCCAGGC
P2: AAAGAATAACCGTTGTTCAC

oriC: 163 bp

ПЦР-смесь включала (25 μl): Taq Master mix green HS 

(Алкор Био, РФ) – 12,5 μl; по 0,2 μМ праймеров (по 0,5 μl 

праймера в стоковой концентрации 10 μМ); H2O – 10,5 μl; 

ДНК – 1,0 μl. Условия ПЦР: начальная инкубация 15 мин при 

95°С; 30 циклов – денатурация 30 с при 95°С, отжиг 30 с при 

55°С, элонгация 30 с при 72°С; финальная элонгация – 5 мин 

при 72°С. Для постановки ПЦР использовали амплификатор 

C1000 (BioRad, США). Амплифицированные фрагменты 

идентифицировали путем электрофореза в 0,5Х-растворе 

ТВЕ и 2%-м агарозном геле с добавлением бромистого эти-

дия при 120 V в течение 45 мин, визуализировали с исполь-

зованием системы гель-документирования Gel Doc (BioRad, 

США). В качестве маркера молекулярного веса использова-

ли ДНК-маркер «100 bp +1,5 Kb +3 Kb» (SibEnzyme, РФ). 

Результаты и обсуждение 

Изученные штаммы относились к Salmonella enterica 

subsp. enterica, характеризовались типичными биохимиче-

скими свойствами: ферментация глюкозы с образованием 

кислоты и газа, отсутствие ферментации лактозы и сахаро-

зы, продукция сероводорода, утилизация цитрата, отрица-

тельный ONPG-тест, наличие лизиндекарбоксилазы и орни-

тиндекарбоксилазы, отсутствие продукции индола, отсут-

ствие уреазы, положительная реакция с метиловым крас-

ным и отрицательная реакция Фогеса–Проскауэра. Штаммы 

имели антигенный комплекс: О-антигены 1, 4, 5 и 12; 

Н-антигены b и 1, 2 и относились к серовару S. Paratyphi B 

(антигенная формула 1,4,5,12:b:1,2). Определение биовара 

штаммов по способности ферментировать d-тартрат в тесте 

с ацетатом свинца заняло 6 суток. Однозначный результат 

получен не для всех штаммов. 

При постановке ПЦР с электрофоретической детекцией у 

всех штаммов амплифицирован контрольный фрагмент oriC 

(163 bp), специфический для бактерий рода Salmonella, что 

свидетельствовало об отсутствии ложноотрицательных ре-

акций при постановке ПЦР. У 14 штаммов выявлен специ-

фический фрагмент dT (289 bp), свидетельствующий о на-

личии стартового кодона AТG в гене STM3356 (рисунок). 

Наличие фрагмента dT свидетельствовало о принадлеж-

ности штаммов к варианту S. Paratyphi B dT+ (ранее называ-

емому S. Java). Один штамм, выделенный из крови пациента 

с тифоподобным течением сальмонеллезной инфекции, не 

имел специфического фрагмента dT, что указывало на при-

надлежность к биовару S. Paratyphi B dT-, истинному возбу-

дителю паратифа В. 

В РФ определение биовара S. Paratyphi B регламентиро-

вано МР «Бактериологическая диагностика брюшного тифа 

и паратифов А, В и С» и МУ 4.2.2723-10 «Лабораторная 

диагностика сальмонеллезов, обнаружение сальмонелл в 

пищевых продуктах и объектах окружающей среды». В ру-

тинной лабораторной практике для определения способно-

Рисунок. Электрофореграмма результатов ПЦР: М – маркер 

молекулярного веса (100 bp + 1,5 kb +3 kb); Кmix – контроль 

чистоты ПЦР-смеси; 1–14 – штаммы S. Paratyphi dT+; 15 – штамм 

S. Paratyphi dT-.
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сти штамма Salmonella к расщеплению d-тартрата исполь-

зуется тест с ацетатом свинца [16]. В пробирки с 3–4 мл 

среды (1%-й пептонный раствор с 1% d-тартрата и индика-

тором бромтимоловым синим, рН 7,4) засевают петлей 

18–20-часовую бульонную или агаровую культуру и инкуби-

руют 14 дней при 37°С (в зарубежных источниках срок ин-

кубации составляет 6 дней). Результаты учитывают еже-

дневно по изменению цвета среды, а также по величине 

осадка, выпавшего через 30 мин после добавления 0,5 мл 

насыщенного водного раствора ацетата свинца. При поло-

жительном результате реакции (штамм биовара dT+) содер-

жимое пробирки меняет цвет с голубого на зеленовато-

желтый, а затем белый, величина осадка после добавления 

ацетата свинца незначительная, не превышает  объема 

среды в пробирке. При отрицательном результате (штамм 

биовара dT-) голубой цвет сохраняется, а после добавления 

ацетата свинца выпадает объемный осадок, занимающий 

более  объема среды. Для обеспечения возможности уче-

та результата реакции в разные сроки штамм засевают в 

несколько пробирок, что требует дополнительного расхода 

среды. В то же время многие авторы отмечают, что оценка 

результата теста с ацетатом свинца вызывает затруднения, 

носит субъективный характер и не всегда воспроизводима 

[2, 15, 17]. 

Поскольку в РФ штаммы S. Paratyphi B выделяют редко, а 

также учитывая небольшой срок хранения готовой среды, 

необходимость использования реагентов, зарегистрирован-

ных для медицинских целей, и контрольных штаммов, это 

исследование становится достаточно дорогостоящим и тру-

доемким для рутинного использования в бактериологиче-

ских лабораториях. 

На территории Северо-Западного федерального округа в 

2010–2020 гг. зарегистрированы единичные случаи сальмо-

неллеза, вызванного S. Paratyphi B биовара dT-, в Санкт-

Петербурге – в 2010, 2012 и 2013 гг. (по 1 случаю), 2015 и 

2016 гг. (по 2 случая), 2018 г. (один случай). Заболевание 

сальмонеллезом, обусловленным S. Java, отмечено в 2015 г. 

Во всех случаях время подтверждения биовара после видо-

вой и антигенной идентификации превышало 5 суток, при 

этом визуализация результата ферментации d-тартрата в 

тесте с ацетатом свинца была нечеткой. С позиций доказа-

тельной медицины этот тест не может рассматриваться как 

достоверный. 

В 2003 г. В.Malorny et al. предложили молекулярный тест 

для выявления способности штаммов Salmonella утилизиро-

вать d-тартрат [15]. В дальнейшем работами многих исследо-

вателей на большом количестве штаммов было показано 

полное совпадение результатов молекулярного метода и 

теста с ацетатом свинца [2, 4, 15, 17]. В нашем исследовании 

результаты молекулярной идентификации подтверждались 

эпидемиологическими и клиническими данными: 14 штам-

мов от пациентов с сальмонеллезным гастроэнтеритом по 

результатам ПЦР относились к биовару dT+ (ранее называе-

мый серовар S. Java), один штамм от пациента с тифоподоб-

ным заболеванием – к биовару dT-, истинному возбудителю 

паратифа В. Продолжительность молекулярного исследова-

ния методом ПЦР с электрофоретической детекцией соста-

вила около 3 ч по сравнению с 6 сутками, необходимыми для 

достоверного учета результатов классического теста с ацета-

том свинца. Проведенное нами исследование подтвердило, 

что молекулярные методы позволяют преодолеть проблемы, 

связанные с постановкой фенотипических тестов, и должны 

стать методами выбора для быстрой и достоверной иденти-

фикация сложнотипируемых штаммов Salmonella, вызываю-

щих спорадические или групповые случаи сальмонеллезов. 

Филогенетические исследования подтверждают обосно-

ванность используемого в настоящее время фенотипическо-

го деления штаммов серовара S. Paratyphi B по способности 

ферментировать d-тартрат. При изучении генома штаммов 

Salmonella enterica spp. enterica с общей антигенной форму-

лой 1,4, 5,12:b:1,2 классическим методом MSLT обнаружено, 

что этот серовар включает не менее 10 филогенетических 

групп, объединяющих 23 сиквенс-типа различной степени 

филогенетической близости. Штаммы S. Paratyphi B dT- 

(имеющие специфический SNP в гене STM3356), вызываю-

щие тифоподобное заболевание, принадлежат только к фи-

логенетической группе PG1, сиквенс-типу ST86. Высказано 

предположение, что для штаммов других сиквенс-типов 

S. Paratyphi B идентичная антигенная формула является ре-

зультатом случайных рекомбинаций в хромосомном локусе, 

отвечающем за синтез Н-антигена 1-й и 2-й фазы [18]. 

Дальнейшее изучение полного генома штаммов серовара 

S. Paratyphi B позволит выявить отличия в патогенном по-

тенциале штаммов биовара dT-, которые обуславливают 

инвазивный патогенез вызываемой ими инфекции. 
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Глубокое обучение при микроскопии предсказывает вирусные инфекции

Когда вирусы заражают клетку, в ядре клетки происходят изменения, кото-

рые можно наблюдать с помощью флуоресцентной микроскопии. Используя 

флуоресцентные изображения, сделанные на живых клетках, исследователи 

из Цюрихского университета обучили искусственную нейронную сеть надежно 

распознавать клетки, инфицированные аденовирусами или вирусами герпеса. 

Процедура также позволяет выявлять тяжелые острые инфекции на ранней 

стадии.

У людей аденовирусы могут инфицировать клетки дыхательных путей, а 

вирусы герпеса – клетки кожи и нервной системы. В большинстве случаев это 

не приводит к образованию новых вирусных частиц, поскольку вирусы пода-

вляются иммунной системой. Однако аденовирусы и вирусы герпеса могут 

вызывать стойкие инфекции, которые иммунная система не может полностью 

контролировать и которые производят вирусные частицы в течение многих 

лет. Эти же вирусы также могут вызывать внезапные и сильные инфекции, 

когда пораженные клетки выделяют большое количество вирусов, так что инфекция распространяется быстро. Это может 

привести к серьезным острым заболеваниям легких или нервной системы.

Исследовательская группа впервые показала, что алгоритм машинного обучения может распознавать клетки, инфициро-

ванные герпесом или аденовирусами, исключительно на основе флуоресценции ядра клетки. Этот метод позволяет не 

только надежно идентифицировать инфицированные вирусом клетки, но и заранее точно определять вирулентные инфек-

ции. Авторы исследования считают, что их разработка может иметь множество применений, в том числе предсказывать 

реакцию клеток человека на другие вирусы или микроорганизмы. Новый метод открывает новые возможности для лучшего 

понимания инфекций и открытия новых активных агентов против патогенов, таких как вирусы или бактерии.

Метод анализа основан на сочетании флуоресцентной микроскопии живых клеток с процессами глубокого обучения. 

Герпес- и аденовирусы, образующиеся внутри инфицированной клетки, изменяют организацию ядра, и эти изменения можно 

наблюдать под микроскопом. Группа обучила алгоритм глубокого обучения – искусственную нейронную сеть – автоматиче-

ски обнаруживать эти изменения. Сеть обучается с помощью большого набора микроскопических изображений, с помощью 

которых она учится определять закономерности, характерные для инфицированных или неинфицированных клеток. После 

завершения обучения и проверки нейронная сеть автоматически обнаруживает инфицированные вирусом клетки. 

Andriasyan V, Yakimovich A, Petkidis A, et al. 

Microscopy deep learning predicts virus infections and reveals mechanics of lytic-infected cells.

iScience. 2021 May 15;24(6):102543. DOI: 10.1016/j.isci.2021.102543
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Сравнительная оценка питательных сред 

для выделения сальмонелл из кормов 

для животных
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Представлены результаты сравнительных исследований культурально-морфологических свойств широкого набора 
питательных сред, предназначенных для выделения сальмонелл из кормов для животных. Показано, что по биологи-
ческим показателям при посеве тест-штаммов и изолятов Salmonella spp. питательные среды отечественного произ-
водителя не уступают, а в некоторых случаях превосходят импортные аналоги. Обнаружено, что высокие показатели 
производительности и наиболее выраженные дифференцирующие свойства имели такие питательные среды, как 
XLD-агар, агар Эделя–Кампельмахера, БФЛС-агар, Гектоен-агар.
Ключевые слова: корма для животных, питательные среды, сальмонеллы, дифференцирующие свойства, произво-
дительность, селективность
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The results of comparative studies of the cultural and morphological properties of a wide range of nutrient media intended for 
the isolation of salmonella from feed are presented. It has been shown that according to biological indicators nutrient media of 
a domestic manufacturer are not inferior, and in some cases are superior to imported analogues for the test-strains and isolates 
of Salmonella spp. It was found that such nutrient media as XLD agar, Edel–Kampelmacher agar, BFLS agar, and Hectoenagar 
had high performance indicators and the most pronounced differentiating properties.
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К
орма для животных находятся в начале цепочки без-

опасности пищевых продуктов в модели «от фермы до 

прилавка», поэтому анализ пищевых продуктов и кормов на 

присутствие патогенных микроорганизмов является одним 

из основных шагов по контролю безопасности продоволь-

ственного сырья. 

По данным Всемирной организации здравоохранения, 

сальмонеллы являются основной причиной желудочно-ки-

шечных заболеваний животных и человека [1]. Ежегодно 

бактерии рода Salmonella вызывают более чем 90 млн слу-

чаев энтерита и 105 тыс. смертей [1, 2]. Сальмонеллез явля-

ется зоонозной болезнью, поэтому мониторинг выделения 

бактерий рода Salmonella из продуктов животного происхож-

дения и кормов имеет важное эпизоотологическое и эпиде-

миологическое значение.

Стандартизированные классические методы культивиро-

вания сальмонелл в настоящее время считаются приоритет-

ными и используются многими ветеринарными лаборатори-

ями. Несмотря на стремительное развитие ускоренных мето-

дов диагностики (молекулярно-генетические, иммунохрома-
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тографические методы, иммуноферментный анализ и др.) 

различных заболеваний, в качестве основного метода для 

выделения и подтверждения наличия сальмонелл использу-

ется культуральный [2, 3].

Алгоритм исследований при обнаружении и выделении 

Salmonella spp. включает следующие этапы: предваритель-

ное обогащение в неселективной жидкой среде, селективное 

обогащение в жидких средах, пересев на дифференциально-

диагностические плотные среды, серологическая и биохими-

ческая идентификация подозрительных на сальмонеллы ко-

лоний. Эффективность культурального метода зависит от 

правильного и адекватного выбора питательных сред, что 

позволяет определить таксономически значимые признаки 

выделенных изолятов сальмонелл и правильно их идентифи-

цировать [2–7]. Плотные питательные среды используют для 

получения чистых культур микроорганизмов с целью изуче-

ния культуральных свойств и морфологических признаков.

На территории России при выявлении сальмонелл ис-

пользуется широкий спектр питательных сред как отече-

ственного, так и зарубежного производства, предназначен-

ных для выделения Salmonella spp. из различных объектов 

при санитарно-бактериологических исследованиях: XLD-

агар, XLT-4 агар, агар Эделя–Кампельмахера, Brilliance 

Salmonella Agar, Hektoen Enteric Agar, Гектоен-агар, 

Salmonella Chromogenic agar (Хромогенный агар для сальмо-

нелл), Rambach Agar, Salmonella Differential Agar Rajhans 

Medium (Радж–Ханс-агар) и др.

Действующий международный стандарт ISO 6579-1-2017 

«Горизонтальный метод обнаружения, подсчета и определе-

ния серотипа бактерий рода Salmonella» регламентирует 

применение следующих питательных сред: Ксилоза-лизин-

дезоксихолатный агар (XLD-arap), Brilliant Green Agar 

(Дифференциальный агар с бриллиантовым зеленым моди-

фицированный), Гектоен-агар или агар Уилсона–Блэра [7]. 

В соответствии с действующими на территории РФ нор-

мативными документами (НД) по выделению сальмонелл из 

кормов для животных предусмотрено использование мини-

мального набора дифференциально-диагностических пита-

тельных сред: висмут-сульфит-агар (ВСА), среда Плоскирева 

и среда Левина [4–6]. 

Среды Плоскирева и Левина относятся к слабоселектив-

ным, и при выделении чистых культур микроорганизмов воз-

никают проблемы из-за присутствия в исследуемых образ-

цах протея, способного к роению. Кроме того, на таких пита-

тельных средах при первичном выделении по сочетанию 

идентичных биохимических признаков можно заподозрить 

одновременно несколько родов энтеробактерий [3, 8–10].

ВСА обладает более выраженными селективными свой-

ствами в отношении сопутствующей микрофлоры, но рост 

некоторых штаммов сальмонелл можно визуализировать 

только на 2-е сутки инкубации посевов.

С появлением новых высокоселективных питательных 

сред, обладающих четкими дифференцирующими свойства-

ми, назрела необходимость актуализировать методологию 

по исследованию кормов для животных с целью выделения 

сальмонелл. Применение современных качественных пита-

тельных сред при идентификации патогенных микроорга-

низмов необходимо для соблюдения стандартов безопасно-

сти кормов для животных и управления рисками. 

Целью исследования явилась сравнительная оценка 

дифференциально-диагностических питательных сред оте-

чественных и зарубежных производителей при выделении и 

идентификации сальмонелл из кормов для животных.

Материалы и методы

В работе использованы дифференциально-диагностиче-

ские и хромогенные питательные среды, предназначенные 

для выделения сальмонелл различных производителей:

• зарубежных производителей: XLD agar (Xylose Lysine 

Desoxycholate Agar) Conda Pronadisa (Испания), XLD agar 

Merck (Германия); XLT-4 agar (BASE) Merck (Германия), се-

лективная добавка XLT agar supplement Merck (Германия), 

Salmonella Chromogenic agar (Хромогенный агар для сальмо-

нелл) Condalab, Brilliance Salmonella Agar Oxoid, Rambach 

Agar Merсk, Salmonella Differential Agar Rajhans Medium 

(Радж–Ханс-агар) HiMedia, Hektoen Enteric Agar (агар гекто-

еновый для энтеробактерий) Condalab [11–15]; 

• отечественного производителя (ФБУН ГНЦ ПМБ): саха-

розо-лактозный агар с бриллиантовым зеленым и феноло-

вым красным (БФЛС-агар), агар Эделя–Кампельмахера, агар 

Плоскирева ГРМ, висмут-сульфит-ГРМ-агар, питательная 

среда для выделения и дифференциации патогенных энтеро-

бактерий (XLD-агар), дифференциально-селективная пита-

тельная среда для выделения шигелл и сальмонелл (Гектоен-

агар). Неселективный триптон-соевый агар использовали в 

качестве контрольной питательной среды для подсчета по-

севной дозы засеянной культуры микроорганизма [12].

Все питательные среды готовили в соответствии с при-

лагаемыми инструкциями по применению.

Исследования проводили в соответствии с требованиями 

действующих НД [4–6]. В ходе сравнительных исследований 

питательных сред оценивались показатели производитель-

ности, селективности, дифференцирующие свойства [16].

В работе использовались тест-штаммы микроорганизмов, 

полученные из Государственной коллекции патогенных ми-

кроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск»: 

Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium 79, 

Salmonella еnterica subsp. еnterica serovar Еnteritidis 11272, 

Salmonella еnterica subsp. еnterica serovar Choleraesuis var. 

Kunzendorf 309, Salmonella еnterica subsp. еnterica serovar 

Dublin C96, Escherichia coli АТСС 25922; Staphylococcus aureus 

АТСС 25923; Enterococcus faecalis ATCC 19433; Proteus 

mirabilis ATCC 29852 и изоляты сальмонелл, выделенные из 

кормов: S. Derby, S. Typhimurium, S. Give, S. Enteritidis, 

S. Oranienburg, S. редких групп. Для оценки ингибирующих 

свойств питательных сред были использованы ассоциации 

(S. aureus АТСС 25923 + E. faecalis ATCC 19433).

Готовили стандартную взвесь культуры каждого тест-

штамма, соответствующую 10 единицам по стандартному 

образцу мутности (ОСО 42-28-85 П), с использованием сте-

рильного 0,9%-го раствора натрия хлорида. Полученные 

взвеси культур десятикратными разведениями (4,5 мл 0,9%-

го раствора натрия хлорида с 0,5 мл микробной взвеси) до-

водили до разведений 10-4–10-6.

Идентификацию выделенных изолятов сальмонелл про-

водили методом времяпролетной MALDI-TOF масс-

спектрометрии с помощью программного обеспечения 
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FlexControl (Bruker Daltonik, Германия), биохимическую ти-

пизацию изолятов энтеробактерий – с помощью стрипов 

API 20Е. 

Серологическую группу выделенных культур сальмонелл 

определяли в реакции агглютинации сыворотками диагности-

ческими адсорбированными для РА ПЕТСАЛ® производства 

ФГУП «Санкт-Петербургский научно-исследовательский ин-

ститут вакцин и сывороток и предприятие по производству 

бактерийных препаратов». Серологический вариант штамма 

определяли в соответствии со схемой Кауфмана–Уайта.

Результаты и обсуждение

Известно, что сальмонеллез животных, вызываемый серо-

типами S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Dublin, S. Choleraesuis, 

занимает ведущее значение среди других серотипов сальмо-

нелл во многих странах мира, в том числе и в России [1, 2]. 

Согласно действующим на территории РФ НД по исследова-

нию кормов и кормовых добавок, кишечная палочка также 

является одним из главных показателей контроля качества и 

безопасности. Среди бактериальных болезней животных 

E. coli является одним из основных возбудителей инфекцион-

ных болезней животных, в частности молодняка [17]. 

На первом этапе исследований была проведена сравни-

тельная оценка дифференциально-диагностических свойств 

питательных сред отечественных и зарубежных производи-

телей при посеве тест-штаммов сальмонелл и E. coli.

После инкубации посевов в термостате в течение 18–24 ч 

при температуре 37 ± 1°С визуально проводили морфологи-

ческую оценку всех выросших колоний. Все эксперименты 

проводили в трех повторностях. Результаты биологических 

показателей испытуемых питательных сред для выделения 

бактерий рода Salmonella на тест-штаммах представлены в 

таблице.

Из таблицы видно, что на всех изученных питательных 

средах отмечался характерный рост тест-штаммов сальмо-

нелл и отсутствие роста грамположительных микроорганиз-

мов. При оценке культурально-морфологических свойств 

выросших колоний и дифференцирующих свойств каждой 

питательной среды было установлено, что питательные 

среды XLD-агар (всех производителей), XLT-4 agar, 

Salmonella Chromogenic agar, Brilliance Salmonella Agar, 

Hektoen Enteric Agar, Rambach Agar, Salmonella Differential 

Agar, Rajhans Medium, Гектоен-агар, БФЛС-агар, агар Эделя–

Кампельмахера обладают четкими дифференцирующими 

свойствами и характерной морфологией. 

Бактерии сальмонелл, продуцирующие в процессе роста 

сероводород, на питательных средах XLD-агар (всех произ-

водителей), XLT-4 agar, Гектоен-агар, Hektoen Enteric Agar 

формировали колонии с черным центром. Колонии сальмо-

нелл на висмут-сульфит-ГРМ-агаре в основном были темно-

серого цвета с металлическим блеском.

Эшерихии, ферментирующие углеводы на XLD-агарах, 

формировали желтые колонии, окруженные желтой зоной 

преципитации; на Гектоен-агаре и Hektoen Enteric Agar коло-

нии кишечной палочки – оранжевого цвета. На среде XLT-4 

agar рост тест-штамма E. coli АТСС 25922 был подавлен.

На БФЛС-агаре и агаре Эделя–Кампельмахера сальмо-

неллы вырастали в виде прозрачных слабо-розовых коло-

ний, рост тест-штамма E. coli АТСС 25922 наблюдался в 

виде колоний желтого цвета, окруженных зоной преципита-

ции.

На питательных средах висмут-сульфит-ГРМ-агар и 

Плоскирева ГРМ дифференциация сальмонелл от кишечной 

палочки была затруднена из-за схожих морфологических 

признаков. 

Питательные среды Brilliance Salmonella Agar и Salmonella 

Chromogenic agar обеспечивали рост сальмонелл в основ-

ном в виде колоний пурпурного цвета, кишечной палочки – 

сине-зеленого цвета. 

Рост тест-штамма P. mirabilis ATCC 29852 отсутствовал на 

питательных средах Salmonella Differential Agar Rajhans 

Medium и XLT-4 agar. На остальных питательных средах рост 

протея наблюдался в виде отдельных колоний без роения.

Питательные среды Salmonella Differential Agar Rajhans 

Medium и Rambach Agar обеспечивали рост колоний сальмо-

нелл ярко-розового и красного цвета соответственно, рост 

тест-штамма E. coli АТСС 25922 наблюдался в виде колоний 

сине-зеленого и синего цвета соответственно.

Для количественной оценки качества питательной среды 

используют показатель производительности. Поэтому для 

каждой испытуемой питательной среды был определен ко-

эффициент производительности (PR) (отношение общего 

количества колоний, полученных на питательной среде, под-

вергнутой испытанию, к общему количеству колоний, полу-

ченных на контрольной питательной среде) [16] (рис. 1). 

Из представленных данных видно, что наиболее высокие 

коэффициенты производительности (≥0,7) продемонстриро-

вали питательные среды Гектоен-агар, БФЛС, агар Эделя–

Кампельмахера, висмут-сульфит-ГРМ-агар, XLD-агар (ФБУН 

ГНЦ ПМБ) при посеве всех используемых тест-штаммов 

сальмонелл.

Низкими значениями производительности обладали пита-

тельные среды: Salmonella Differential Agar Rajhans Medium, 

Brilliance Salmonella Agar OXOID, Rambach Agar (Рамбах-

агар) и агар Плоскирева ГРМ.

Минимальный коэффициент производительности при по-

севе тест-штамма S. еnterica subsp. еnterica serovar 

Choleraesuis var. Kunzendorf 309 обнаружен у хромогенных 

питательных сред Agar Rajhans Medium и Salmonella 

Chromogenic agar.

Питательная среда XLT4-агар не обеспечивала рост тест-

штамма S. еnterica subsp. еnterica serovar Choleraesuis var. 

Kunzendorf 309 и имела минимальный коэффициент произ-

водительности при посеве тест-штаммов S. еnterica subsp. 

еnterica serovar Dublin C96 и S. enterica subsp. enterica serovar 

Typhimurium 79. 

При посеве тест-штамма S. еnterica subsp. еnterica serovar 

Еnteritidis незначительный коэффициент производительно-

сти отмечался у питательных сред: XLT4-агар, XLD agar 

Conda Pronadisa, Rambach Agar и агар Плоскирева ГРМ.

На следующем этапе работы был проведен сравнитель-

ный анализ всех питательных сред: БФЛС-агара, агара 

Эделя–Кампельмахера, Гектоен-агара, висмут-сульфит-

ГРМ-агара, XLD-агар (ФБУН ГНЦ ПМБ), имеющих высокий 

показатель производительности на изолятах сальмонелл, 

выделенных из кормов животного происхождения: S. Derby, 

S. Typhimurium, S. Give, S. Enteritidis, S. Oranienburg, S. ред-
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На утверждение

Таблица. Сравнительная оценка испытуемых питательных сред по биологическим показателям 

№ 
п/п

Наименование
среды

S. еnterica subsp. 
еnterica serovar 

Choleraesuis var. 
Kunzendorf 309

S. еnterica subsp. 
еnterica serovar 

Dublin C96

S. enterica 
subsp. enterica 

serovar 
Typhimurium 79

S. еnterica subsp. 
еnterica serovar 
Еnteritidis 11272

E. coli АТСС 
25922

Proteus mirabilis 
ATCC 29852

Смесь 
S. aureus АТСС 

25923 + 
E. faecalis ATCC 

19433

разведение 10-6 разведение 10-4

Морфология колоний

1 БФЛС-агар круглые, гладкие, 
светло-розового 

цвета

круглые, гладкие, 
светло-розового 

цвета

круглые, 
гладкие, 
светло-

розового цвета

круглые, гладкие, 
светло-розового 

цвета

желтые, 
окруженные 

зоной 
преципитации 
желтого цвета

прозрачные нет роста

2 Агар Эделя–
Кампельмахера

круглые, гладкие, 
светло-розового 

цвета

круглые, гладкие, 
светло-розового 

цвета

круглые, 
гладкие, 
светло-

розового цвета

круглые, гладкие, 
светло-розового 

цвета

желтые, 
окруженные 

зоной 
преципитации 
желтого цвета

прозрачные 
колонии 

нет роста

3 Висмут-сульфит-
ГРМ-агар

темно-серого 
цвета с мет. 
блеском и 

прокрашиванием 
среды под 

колониями в 
черный цвет, 

мелкие

темно-серого цвета 
с мет. блеском и 
прокрашиванием 

среды под 
колониями в черный 

цвет, мелкие

темно-зеленого 
цвета

темно-серого 
цвета с мет. 
блеском и 

прокрашиванием 
среды в черный 

цвет 

зеленовато-
коричневого 

цвета 

светло-
зеленого цвета 

нет роста

4 Плоскирева ГРМ круглые, гладкие, 
слегка розового 

цвета

круглые, гладкие, 
слегка розового 

цвета

круглые, 
гладкие, слегка 
розового цвета

круглые, гладкие, 
слегка розового 

цвета

малинового 
цвета 

круглые
гладкие 
колонии, 

бесцветные

нет роста

5 Brilliance Salmonella 
Agar Oxoid

круглые, 
бесцветные, 
прозрачные 

круглые, пурпурного 
цвета 

круглые, 
ровные, 

пурпурного 
цвета 

круглые, ровные, 
пурпурного цвета 

сине-зеленого 
цвета 

прозрачные нет роста

6 Гектоен-агар сине-зеленого 
цвета с черным 

центром

сине-зеленого 
цвета с черным 

центром

сине-зеленого 
цвета с черным 

центром

сине-зеленого 
цвета с черным 

центром

оранжевого 
цвета 

светло-
зеленого цвета 

нет роста

7 Salmonella 
Chromogenic agar

круглые, 
бесцветные, 
прозрачные 

круглые, пурпурного 
цвета 

круглые, 
ровные, 

пурпурного 
цвета 

круглые, 
пурпурного цвета 

сине-зеленого 
цвета 

прозрачные нет роста

8 Salmonella 
Differential Agar 
Rajhans Medium

круглые, гладкие, 
ярко-розового 

цвета

круглые, гладкие, 
ярко-розового цвета

круглые, 
гладкие, ярко-
розового цвета

круглые, гладкие, 
ярко-розового 

цвета

сине-зеленого 
цвета

нет роста нет роста

9 Hektoen Enteric 
Agar

сине-зеленые с 
черным центром

сине-зеленые с 
черным центром

сине-зеленые с 
черным 
центром

сине-зеленые с 
черным центром

оранжевого 
цвета 

светло-
зеленого цвета 

нет роста

10 Rambach Agar красного цвета красного цвета красного цвета красного цвета  синего цвета светло-желтого 
цвета

нет роста

11 XLD agar (ГНЦ 
ПМБ)

круглые,
прозрачные, 

бесцветные, с 
черным центром 

круглые,
бесцветные,

матовые,
с черным центром 

круглые, 
прозрачные, 

бесцветные, с 
черным 
центром 

круглые, 
прозрачные, 

бесцветные, с 
черным центром 

желтые, 
окруженные 

желтой зоной 
преципитации 

прозрачные, 
незначительное 

почернение

нет роста

12 XLD agar
Conda Pronadisa  

круглые,
прозрачные, 

бесцветные, с 
черным центром 

круглые,
прозрачные, 

матовые, с черным 
центром 

круглые, 
прозрачные, с 

черным 
центром 

круглые, 
прозрачные, 

светло-красные с 
черным центром 

желтые, 
окруженные 

желтой зоной 
преципитации 

прозрачные нет роста

13 XLD agar
Merck

круглые,
прозрачные, 
бесцветные, 
блестящие, с 

черным центром 

круглые,
прозрачные, 
бесцветные, 
блестящие, с 

черным центром 

круглые, 
прозрачные, 
бесцветные, 
блестящие, с 

черным 
центром 

круглые, 
прозрачные, 

светло-красные с 
черным центром 

желтые, 
окруженные 

зоной 
преципитации 
желтого цвета

прозрачные нет роста

14 XLT-4 agar (BASE) 
+
XLT agar 
supplement Merck

нет роста круглые, 
прозрачные, 
бесцветные

матовые,
с черным центром + 
зона просветления 

вокруг 

круглые, 
прозрачные, 
бесцветные

с черным 
центром 

круглые, 
прозрачные 

бесцветные, с 
черным центром 

нет роста нет роста нет роста
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ких групп изолятов с целью выбора оптимальных питатель-

ных сред для усовершенствования исследований в ветлабо-

раториях.

Результаты исследований при посеве изолятов S. Derby, 

S. Typhimurium, S. Give, S. Enteritidis, S. Oranienburg, S. ред-

ких групп подтвердили высокий коэффициент производи-

тельности всех питательных сред: БФЛС-агара, агара 

Эделя–Кампельмахера, Гектоен-агара, висмут-сульфит-

ГРМ-агара, XLD-агара (ФБУН ГНЦ ПМБ) (рис. 2).

Таким образом, сравнительный анализ большого перечня 

питательных сред для выделения сальмонелл показал, что 

четкую дифференциацию сальмонелл и эшерихий обеспе-

чивали следующие питательные среды: XLD-агар производ-

ства ГНЦ ПМБ, агар Эделя–Кампельмахера, БФЛС-агар, 

Гектоен-агар, а также XLT-4, Salmonella Chromogenic agar 

Conda, Brilliance Salmonella Agar Oxoid, Rambach Agar, 

Hektoen Enteric Agar, Salmonella Differential Agar Rajhans 

Medium. 

Висмут-сульфит-ГРМ-агар, агар Плоскирева ГРМ прояви-

ли недостаточные дифференцирующие свойства, что в 

дальнейшем может привести к ложноположительным ре-

зультатам и необходимости использования дополнительных 

тестов.

Хромогенные питательные среды обеспечивали четкую 

дифференциацию энтеробактерий, но продемонстрировали 

низкую производительность.

По результатам сравнительных исследований всех пита-

тельных сред разных производителей оказалось, что пита-

тельные среды отечественного производства (XLD-агар, 

агар Эделя–Кампельмахера, БФЛС-агар, Гектоен-агар) по 

дифференцирующим свойствам и показателю производи-

тельности имели результаты, сравнимые с зарубежными, а 

по некоторым тест-штаммам сальмонелл превосходили ана-

логи.

Заключение

Действующие на территории РФ НД по выделению саль-

монелл из кормов для животных предусматривают исполь-

зование минимального набора дифференциально-диагно-

стических питательных сред: висмут-сульфит-агар, среды 

Плоскирева и Левина.

Представленные в работе экспериментальные данные до-

казывают возможность использования представленного пе-

речня отечественных питательных сред, имеющих хорошие 

дифференцирующие свойства и высокую производитель-
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Рис. 1. Коэффициенты производительности питательных сред для выделения сальмонелл.
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Рис. 2. Коэффициенты производительности питательных сред 

для выделения бактерий рода Salmonella с использованием 

изолятов, выделенных из кормов.
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ность: БФЛС-агара, агара Эделя–Кампельмахера, Гектоен-

агара, XLD-агара для выделения сальмонелл из кормов для 

животных. Внедрение этих питательных сред в методиче-

ские документы по микробиологическому анализу кормов 

для животных позволит существенно повысит результатив-

ность исследований в бактериологических ветеринарных 

лабораториях.

Информация о финансировании

Работа выполнена в рамках отраслевой программы 

Роспотребнадзора и ФГБУ ЦНМВЛ.

Financial support

The work was carried out within the framework of the branch 

program of Rospotrebnadzor abd FSBI CSMVL.

Конфликт интересов

Автор заявляет об отсутствии конфликта интересов, тре-

бующего раскрытия в данной статье.

Conflict of interest

Authors declare no conflict of interest requiring disclosure in 

this article.

Литература 

1.  Crump JA, Griffin PM, Angulo FJ. Bacterial contamination of animal feed and its 

relationship to human foodborne illness. Clin Infect Dis. 2002 Oct 1;35(7):859-65. 

DOI: 10.1086/342885

2.  Li X, Bethune LA, Jia Y, Lovell RA, Proescholdt TA, Benz SA, et al. Surveillance of 

Salmonella prevalence in animal feeds and characterization of the Salmonella 

isolates by serotyping and antimicrobial susceptibility. Foodborne Pathog Dis. 

2012 Aug;9(8):692-8. DOI: 10.1089/fpd.2011.1083

3.  Микробиологический контроль качества пищевой продукции. Коллективная 

монография. Под ред. Поповой АЮ, Дятлова ИА. 2020, с. 368-77.

4.  Правила бактериологического исследования кормов, 1975 г.

5.  ГОСТ 25311-82 Мука кормовая животного происхождения. 

6.  ГОСТ 30134-97 Дрожжи кормовые. Метод ускоренного обнаружения сальмо-

нелл. 

7.  ISO 6579-1:2017 Microbiology of the food chain. Horizontal method for the 

detection, enumeration and serotyping of Salmonella. Part 1: Detection of 

Salmonella spp. 

8.  Шепелин АП, Полосенко ОВ, Марчихина ИИ, Шолохова ЛП, Ажермачева НИ, 

Ершова МГ, Полетаева ЕД. Клинические испытания питательных сред для 

накопления сальмонелл. Клиническая лабораторная диагностика. 

2018;63(9):557-63. DOI: 10.18821/0869-2084-2018-63-9-557-563

9.  Шепелин АП, Дятлов ИА. Питательные среды для энтеробактерий. 

Монография. М.: Династия; 2017, 231 с.

10.  Полосенко ОВ, Шепелин АП. Сравнительный анализ питательных сред для 

определения биохимических свойств энтеробактерий. Бактериология. 

2020;5(1):41-7. DOI: 10.20953/2500-1027-2020-1-41-47

11.  HiMedia Laboratories Pvt Limited. A-406. Bhavershwar Plaza, LBS Marg, Mumbai 

400 086, India. 

12.  Диагностические препараты. Каталог продукции. Оболенск: ФБУН ГНЦПМБ, 

2022. 

13.  Microbiology Manual. Merck, LPRO UBA-V. 

14.  Bio-Rad Laboratories, Inc. https://www.bio-rad.com/ 

15.  Laboratorios CONDA; Calle Forja 9, 28850, Torrejón de Ardoz, Madrid. 15

16.  ГОСТ 11133-2016 Микробиология пищевых продуктов, кормов для животных 

и воды. 

17.  Скоморина ЮА, Кремлева АА, Ахметова ЛШ, Подольская ТА, Шепелин АП, 

Полосенко ОВ. Сравнительная оценка дифференциально-диагностических 

сред для выделения Escherichia coli с целью применения в ветеринарных 

лабораториях. Бактериология. 2020;5(2):24-32. DOI: 10.20953/2500-1027-

2020-2-24-32

References

1.  Crump JA, Griffin PM, Angulo FJ. Bacterial contamination of animal feed and its 

relationship to human foodborne illness. Clin Infect Dis. 2002 Oct 1;35(7):859-65. 

DOI: 10.1086/342885

2.  Li X, Bethune LA, Jia Y, Lovell RA, Proescholdt TA, Benz SA, et al. Surveillance of 

Salmonella prevalence in animal feeds and characterization of the Salmonella 

isolates by serotyping and antimicrobial susceptibility. Foodborne Pathog Dis. 

2012 Aug;9(8):692-8. DOI: 10.1089/fpd.2011.1083

3.  Microbiological quality control of food products. Edited by Popova AYu, 

Dyatlov IA. 2020, pp. 368-77. (In Russian).

4.  Regulation of bacteriological examination of feed, 1975. (In Russian).

5.  GOST 25311-82 Animal feed flour. (In Russian).

6.  GOST 30134-97 Fodder yeast. The method of accelerated detection of salmonella. 

(In Russian).

7.  ISO 6579-1:2017 Microbiology of the food chain. Horizontal method for the 

detection, enumeration and serotyping of Salmonella. Part 1: Detection of 

Salmonella spp. 

8.  Shepelin AP, Polosenko OV, Marchikhina II, Sholokhova LP, Azhermacheva NI, 

Ershova MG, Poletaeva ED. Clinical trials of salmonella enrichment medium. 

Russian Clinical Laboratory Diagnostics. 2018;63(9):557-63. DOI: 10.18821/0869-

2084-2018-63-9-557-563 (In Russian).

9.  Shepelin AP, Dyatlov IA. Nutrient media for enterobacteria. Мoscow: "Dynasty" 

Publ.; 2017, 231 p. (In Russian).

10.  Polosenko OV, Shepelin AP. Comparative analysis of nutrient media for 

determination of the biochemical properties of enterobacteria. Bacteriology. 

2020;5(1):41-7. DOI: 10.20953/2500-1027-2020-1-41-47 (In Russian).

11.  HiMedia Laboratories Pvt Limited. A-406. Bhavershwar Plaza, LBS Marg, Mumbai 

400 086, India. 

12.  Diagnostic preparations. Product catalog. Obolensk: State Research Center for 

Applied Microbiology And Biotechnology, 2022.

13.  Microbiology Manual. Merck, LPRO UBA-V. 

14.  Bio-Rad Laboratories, Inc. https://www.bio-rad.com/ 

15.  Laboratorios CONDA; Calle Forja 9, 28850, Torrejón de Ardoz, Madrid. 

16.  GOST 11133-2016 Microbiology of food, animal feed and water.

17.  Skomorina YuA, Kremleva AA, Akhmetova LSh, Podolskaya TV, Shepelin AP, 

Polosenko OV. Comparative evaluation of nutrient media of Escherichia coli 

isolating for using in veterinary laboratories. Bacteriology. 2020;5(2):24-32. DOI: 

10.20953/2500-1027-2020-2-24-32 (In Russian).

Информация об авторах:

Полосенко Ольга Вадимовна, кандидат биологических наук, ведущий 
научный сотрудник сектора микробиологических исследований ФБУН 
«Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора 

Шепелин Анатолий Прокопьевич, доктор биологических наук, заместитель 
директора ФБУН «Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора

Information about authors:

Olga V. Polosenko, PhD (Biology), Leading researcher of the Microbiological 
Research Department, State Research Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology of Rospotrebnadzor

Anatoly P. Shepelin, PhD, DSc (Biological Sciences), Deputy Director, State 
Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor



Э К С П Е Р И М Е Н Т А Л Ь Н А Я  С Т А Т Ь я

34

Бактериология, 2022, том 7, №2, с. 34–38

Bacteriology, 2022, volume 7, No 2, p. 34–38

DOI: 10.20953/2500-1027-2022-2-34-38

Определение эффективности алгоритмов 

библиотеки машинного обучения PyCaret 

для видовой идентификации 

микроорганизмов на основании данных 

времяпролетной масс-спектрометрии

М.Д.Хамитова1, К.В.Детушев2, А.Г.Богун2

1Автономная некоммерческая организация дополнительного профессионального образования 

«Школа анализа данных», Москва, Российская Федерация;
2ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Работа посвящена оценке возможности применения технологий машинного обучения для анализа данных, получен-
ных при масс-спектрометрии бактериальных культур. В работе использовали масс-листы микроорганизмов видов 
Escherichia coli и Staphylococcus aureus, полученные с помощью MALDI-TOF масс-спектрометрии. Полученные данные 
обрабатывали с применением библиотеки PyCaret и выбранного в ходе исследования алгоритма Light Gradient 
Boosting Machine. Показано, что при анализе данных, полученных при идентификации штаммов бактерий E. coli и 
S. aureus из библиотеки PyCaret, алгоритм Light Gradient Boosting Machine позволяет получать результаты со степенью 
достоверности около 98%.
Ключевые слова: машинное обучение, масс-спектрометрия, MALDI-TOF, PyCaret

Для цитирования: Хамитова М.Д., Детушев К.В., Богун А.Г. Определение эффективности алгоритмов библиотеки машинного обучения PyCaret 
для видовой идентификации микроорганизмов на основании данных времяпролетной масс-спектрометрии. Бактериология. 2022; 7(2): 34–38. 
DOI: 10.20953/2500-1027-2022-2-34-38

Determining the effectiveness of the algorithms 
of the PyCaret machine learning library for species 
identification of microorganisms based on time-of-flight 
mass spectrometry data

M.D.Khamitova1, K.V.Detushev2, A.G.Bogun2

1Autonomous Non-Commercial Organization of Additional Professional Education "School of Data Analysis", 

Moscow, Russian Federation;
2State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow Region, 

Russian Federation

The work is devoted to assessing the possibility of using machine learning technologies for the analysis of data obtained by 
mass spectrometry of bacterial cultures. We used mass lists of microorganisms of Escherichia coli and Staphylococcus aureus 
species obtained using MALDI-TOF mass spectrometry. The obtained data were processed using the PyCaret library and the 
Light Gradient Boosting Machine algorithm selected during the study. It has been shown that when analyzing data obtained 
during the identification of bacterial strains of E. coli and S. aureus from the PyCaret library, the Light Gradient Boosting 
Machine algorithm makes it possible to obtain results with a confidence level of about 98%.
Key words: machine learning, mass spectrometry, MALDI-TOF, PyCaret

For citation: Khamitova M.D., Detushev K.V., Bogun A.G. Determining the effectiveness of the algorithms of the PyCaret machine learning library for 
species identification of microorganisms based on time-of-flight mass spectrometry data. Bacteriology. 2022; 7(2): 34–38. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-
1027-2022-2-34-38

Для корреспонденции:

Богун Александр Геннадьевич, кандидат биологических наук, ведущий 
научный сотрудник отдела коллекционных культур ФБУН «Государственный 
научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» 
Роспотребнадзора

Адрес: 142279, Московская область, г.о. Серпухов, р.п. Оболенск, 
Территория «Квартал А», 24
Телефон: (4967) 36-0000
E-mail: bogun@obolensk.org 

Статья поступила 26.06.2022 г., принята к печати 30.06.2022 г.

For correspondence:

Aleksandr G. Bogun, PhD (Biological Sciences), Leading Researcher 
of the Department of Collection Cultures, State Research Center for Applied 
Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor

Address: SRCAMB 24 “Quarter A” Territory, Obolensk, 142279, 
Russian Federation
Phone: (4967) 36-0000
E-mail: bogun@obolensk.org

The article was received 26.06.2022, accepted for publication 30.06.2022 



Определение эффективности алгоритмов библиотеки машинного обучения PyCaret для видовой идентификации микроорганизмов

35

Т
ехнологии машинного обучения востребованы во мно-

гих областях исследований, связанных с обработкой 

данных. В данной работе нами была изучена возможность 

использования технологий машинного обучения для выявле-

ния видовой принадлежности штаммов микроорганизмов 

при идентификации с помощью времяпролетной масс-

спектрометрии.

Технологии масс-спектрометрии получили широкое рас-

пространение для проведения быстрой видовой идентифи-

кации микроорганизмов. Отличительной особенностью 

этого подхода является универсальность процедуры, свя-

занной с проведением анализа, поскольку для идентифика-

ции различных микроорганизмов может быть использован 

один аппаратно-программный комплекс, состоящий из вре-

мяпролетного масс-спектрометра с матрично-активирован-

ной лазерной десорбцией/ионизацией и ЭВМ. Другим важ-

ным преимуществом является возможность получать близ-

кие данные с использованием разных моделей масс-

спектрометров, в т.ч. функционирующих в разных лаборато-

риях.

Ключевой составляющей аппаратно-программного ком-

плекса является база данных, содержащая масс-спектры, 

характерные для изучаемых микроорганизмов. В настоящее 

время каждый производитель систем для идентификации 

бактерий, помимо оборудования собственного производ-

ства, создает программное обеспечение, включающее в 

себя базу данных и алгоритм анализа, которые не предна-

значены для использования с другим оборудованием.

В настоящее время особый интерес представляет созда-

ние объединенной, или универсальной, базы данных и ал-

горитма анализа, пригодных для обработки информации, 

получаемой при масс-спектрометрическом анализе на раз-

ных моделях оборудования. В связи с тем, что создание и 

проверка эффективности функционирования подобной 

базы данных и алгоритмов представляет собой сложную 

задачу, очень привлекательным является использование 

технологий машинного обучения. Существенным преиму-

ществом технологий машинного обучения также является 

возможность выявлять ошибки, допускаемые при работе 

оператора.

Цель наших исследований заключается в оценке возмож-

ности использования технологий машинного обучения с ис-

пользованием библиотеки PyCaret для идентификации ми-

кроорганизмов по результатам их исследования с помощью 

технологии MALDI-TOF масс-спектрометрии на примере 

Escherichia coli и Staphylococcus aureus. 

Материалы и методы

Исходные данные. В работе были использованы результа-

ты масс-спектрометрии (масс-листы), выбранные на основа-

нии идентификации с использованием комплекса MALDI-

Biotyper (Bruker Daltonics) [1]. В табл. 1 приведен пример 

масс-листа, полученный в результате масс-спектрометри-

ческого исследования штамма E. coli. Масс-листы, использо-

ванные для машинного обучения в данной работе, могут 

быть предоставлены авторами работы по запросу.

В работе были использованы по 10 масс-листов для ми-

кроорганизмов каждого вида. Для машинного обучения 

были выбраны масс-листы, которые при анализе на систе-

ме MALDI-Biotyper показывали идентификацию до вида с 

уровнем индекса достоверности (Score Value) 2,3 и более. 

Максимальный показатель уровня достоверности иденти-

фикации (Score Value), получаемых на системе MALDI-

Biotyper, равняется 3. В табл. 2 представлены показатели 

индекса достоверности для масс-листов, выбранных для 

работы на основании идентификации на системе MALDI-

Biotyper.

Программы и способы машинного обучения. Для обуче-

ния модели потребовалось объединить в один массив дан-

ных исходные 10 масс-листов. Объединение осуществля-

лось с помощью программы flexAnalysis (Bruker Daltonics), 

данные экспортировались в Microsoft Office Excel.

Для машинного обучения была использована виртуаль-

ная машина, предоставленная сервером Google Colab (сер-

вис, позволяющий писать код и работать с данными прямо в 

браузере, без установки программного обеспечения на ком-

пьютер).

Для машинного обучения мы используем библиотеку 

PyCaret, которая содержит 16 вариантов классификаторов, 

из которых мы сможем выбрать наиболее точно определяю-

щий вид микроорганизмов [2].

PyCaret – библиотека машинного обучения с открытым 

исходным кодом на Python для обучения и развертывания 

моделей с учителем и без учителя в low-code среде. Low-

code – это концепция создания информационных систем с 

помощью графических интерфейсов с минимальным (low-

code) использованием ручного написания кода или вообще 

без него [3].

Целью применения концепции low-code является сокра-

щение объема традиционного ручного кодирования и уско-

рение разработки бизнес-приложений. Кроме этого, важным 

преимуществом подхода является то, что вклад в проектиро-

вание может внести широкий круг людей, обладающих зна-

ниями предметной области и понимающих бизнес-логику, а 

не только программисты [4]. 

PyCaret позволит пройти путь от подготовки данных до 

развертывания модели за несколько секунд. По сравнению 

с другими открытыми библиотеками машинного обучения 

PyCaret – это low-code альтернатива, которая поможет за-

менить сотни строк кода всего парой слов. Скорость прове-

дения более эффективных экспериментов возрастет экспо-

ненциально. PyCaret – это, по сути, оболочка Python над не-

сколькими библиотеками машинного обучения, такими как 

scikit-learn, XGBoost, Microsoft LightGBM, spaCy и нескольки-

ми другими [3]. 

Результаты и обсуждение

В процессе использования платформы PyCaret нами были 

оценены 16 алгоритмов машинного обучения. В табл. 3 ука-

зана точность предсказаний. Наилучший результат обуче-

ния показал алгоритм Light Gradient Boosting Machine.

Light GBM – это быстрая, распределенная, высокопроиз-

водительная структура повышения градиента, основанная 

на алгоритме дерева решений, используемая для ранжиро-

вания, классификации и многих других задач машинного 

обучения. Поскольку он основан на алгоритмах дерева ре-
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Таблица 1. Масс-лист, полученный при масс-спектрометрическом исследовании штамма E. coli с использованием времяпролет-

ного масс-спектрометра microflex LRF (Bruker Daltonics)

Соотношение 
заряд/масса

Время Интенсивность Соотношение 
сигнала к шуму 

Разрешение Площадь Относительная 
интенсивность

Полуширина 
сигнала

2034,662 26859,37 825,000 5,220 427,267 4669,499 0,183 4,762

2066,516 27064,77 1285,000 8,130 436,424 8266,051 0,284 4,735

2082,189 27165,25 871,000 5,511 414,982 7176,067 0,193 5,018

2165,933 27695,85 940,000 6,039 457,247 6876,912 0,208 4,737

2179,899 27783,33 1479,000 9,635 411,198 11077,184 0,327 5,301

2407,230 29169,74 1063,500 7,007 463,096 6294,013 0,235 5,198

2554,516 30033,20 889,000 5,857 500,909 5798,413 0,197 5,100

2688,818 30799,05 1794,000 11,923 573,940 12397,909 0,397 4,685

2833,789 31604,55 1591,000 10,675 507,000 11011,353 0,352 5,589

3126,589 33170,80 1985,000 13,405 548,960 18004,459 0,439 5,695

3156,737 33327,82 1630,000 11,008 591,570 14588,484 0,361 5,336

3578,685 35451,29 1681,500 12,085 573,749 14501,007 0,372 6,237

3636,908 35734,23 1467,500 10,827 559,340 14181,474 0,325 6,502

3935,442 37150,62 1463,000 11,538 520,018 17634,956 0,324 7,568

4184,408 38291,16 1139,000 9,586 619,677 11914,554 0,252 6,753

4349,944 39030,77 620,000 5,272 602,390 6511,540 0,137 7,221

4365,103 39097,80 4247,000 36,111 586,463 42713,776 0,940 7,443

4438,059 39418,73 1447,000 12,304 706,106 16047,805 0,320 6,285

4448,261 39463,40 813,000 6,913 731,742 9259,544 0,180 6,079

4496,805 39675,24 1469,000 12,703 589,124 22349,111 0,325 7,633

4612,944 40177,45 1259,000 11,367 673,385 14203,693 0,279 6,850

4768,378 40839,77 2156,500 19,974 800,376 20312,114 0,477 5,958

4776,947 40875,97 2537,500 23,503 715,938 30253,346 0,562 6,672

5069,130 42091,30 983,000 9,197 761,461 10907,449 0,218 6,657

5097,053 42205,58 1345,000 12,583 677,223 15841,652 0,298 7,526

5149,946 42421,21 1919,000 18,470 610,545 34795,083 0,425 8,435

5367,691 43297,43 742,000 7,206 901,640 8036,934 0,164 5,953

5381,575 43352,69 4519,000 43,889 667,653 52350,680 1,000 8,060

6255,380 46697,40 4460,000 53,946 723,871 71261,788 0,987 8,642

6300,080 46861,99 955,000 11,557 726,175 18699,522 0,211 8,676

6315,619 46919,07 3025,000 36,607 712,466 49012,754 0,669 8,864

6411,633 47270,22 905,000 10,952 742,352 13290,284 0,200 8,637

6507,362 47617,71 721,000 8,760 596,306 13324,917 0,160 10,913

7158,042 49914,73 2625,500 34,156 758,046 42288,571 0,581 9,443

7273,756 50312,10 2358,500 30,771 771,325 40792,820 0,522 9,430

7870,209 52311,86 1623,500 23,012 709,803 41798,459 0,359 11,088

8367,506 53921,79 886,000 14,627 800,417 16204,169 0,196 10,454

8873,415 55511,12 920,000 16,867 874,169 14792,718 0,204 10,151

8991,265 55874,77 916,000 17,202 826,572 24022,826 0,203 10,878

9223,755 56585,24 911,000 18,390 897,472 14722,187 0,202 10,277

9533,194 57517,07 1977,000 40,093 928,315 45567,415 0,437 10,269

9550,708 57569,36 1570,000 32,842 1004,259 25787,815 0,347 9,510

10295,878 59751,02 858,000 19,461 908,734 15222,151 0,190 11,330

В масс-листах содержатся следующая информация: соотношение массы к заряду (m/z); время (time); интенсивность (Intens.); соотношение сигнала к шуму (SN); 
разрешение (Res.); площадь (Area); относительная интенсивность % (Rel. Intens.); полуширина сигнала (FWHM). 
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шений, он разделяет лист дерева с наилучшим соответстви-

ем, тогда как другие алгоритмы повышения делят дерево по 

глубине или уровню, а не по листу. Таким образом, при вы-

ращивании на одном и том же листе в Light GBM листовой 

алгоритм может снизить потери по сравнению с поуровне-

вым и, следовательно, приводит к гораздо лучшей точности, 

что редко может быть достигнуто любым из существующих 

алгоритмов повышения [5].

Отдельные деревья решений можно легко интерпретиро-

вать, просто визуализируя их структуру. Поскольку в модели 

градиентного бустинга содержатся сотни деревьев, ее не-

легко интерпретировать путем визуализации входящих в 

нее деревьев. При этом хотелось бы, как минимум, пони-

мать, какие именно признаки данных оказывают наиболь-

шее влияние на предсказание композиции (рис. 1).

Можно сделать следующее наблюдение: признаки, ис-

пользуемые в верхней части дерева, влияют на окончатель-

ное предсказание для большей доли обучающих объектов, 

чем признаки, попавшие на более глубокие уровни. Таким 

образом, ожидаемая доля обучающих объектов, для кото-

рых происходило ветвление по данному признаку, может 

быть использована в качестве оценки его относительной 

важности для итогового предсказания. Усредняя получен-

ные оценки важности признаков по всем решающим дере-

вьям из ансамбля, можно уменьшить дисперсию такой оцен-

ки и использовать ее для отбора признаков.

Для определения важности параметров и исключения из 

данных параметров, которые не влияют на точность пред-

сказания, нами был использован инструмент feature_

importance (важность признаков). Метод оценки важности 

feature_importance встроен в алгоритмы построения ансам-

блей деревьев и основан на вычислении суммарного умень-

шения минимизируемого функционала ошибки с помощью 

ветвлений по рассматриваемому признаку. Сравниваемые 

пары листьев имеют разные значения разделения в узле на 

пути к этим листьям. Если условие разделения выполнено, 

объект переходит в левое поддерево, в противном случае он 

переходит в правое [6]. Согласно результатам оценки пара-

метров (рис. 2) было принято решения исключить из данных 

параметры: площадь (Area) и полуширина сигнала (FWHM), 

время (time), разрешение (Res.), так как они имеют наимень-

шую важность.

Таблица 2. Показатели достоверности идентификации микро-

организмов (MALDI-Biotyper)

№ Вид микроорганизма Score Value Дата 
эксперимента

1 E. coli 2,487 17.03.2022

2 E. coli 2,464 17.03.2022

3 E. coli 2,419 17.03.2022

4 E. coli 2,522 17.03.2022

5 E. coli 2,514 17.03.2022

6 E. coli 2,482 17.03.2022

7 E. coli 2,416 17.03.2022

8 E. coli 2,346 17.03.2022

9 E. coli 2,372 17.03.2022

10 E. coli 2,399 17.03.2022

11 S. aureus 2,276 19.03.2021

12 S. aureus 2,389 25.03.2021

13 S. aureus 2,399 25.03.2021

14 S. aureus 2,341 25.03.2021

15 S. aureus 2,355 18.10.2021

16 S. aureus 2,359 18.10.2021

17 S. aureus 2,360 10.12.2021

18 S. aureus 2,361 10.12.2021

19 S. aureus 2,352 31.01.2022

20 S. aureus 2,341 31.01.2022

Таблица 3. Результаты использования различных алгоритмов 

машинного обучения

Модель Точность

lightgbm Light Gradient Boosting Machine 0,9928

catboost CatBoost Classifier 0,9917

rf Random Forest Classifier 0,9900

xgboost Extreme Gradient Boosting 0,9895

dt Decision Tree Classifier 0,9878

et Extra Trees Classifier 0,9845

gbc Gradient Boosting Classifier 0,9767

ada Ada Boost Classifier 0,9396

ida Linear Discriminant Analysis 0,8042

ridge Ridge Classifier 0,8036

knn K Neighbors Classifier 0,7582

qda Quadratic Discriminant Analysis 0,6922

lr Logistic Regression 0,6023

nb Naïve Bayes 0,6007

dummy Dummy Classifier 0,5641

svm SVM-Linear Kernel 0,4965

Rel. Intens.

Intens.

m/z

SN

PWHM

Area

time

Res.

0 10 20 30 40 50 60 70

Рис. 1. Разделение листов в дереве решений в алгоритме Light 

GBM.

Рис. 2. Оценка параметров, влияющих на точность определения 

вида.
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В процессе машинного обучения признаки, имеющие не-

высокую важность, создают «шумы», ухудшающие итого-

вые результаты предсказания.

Матрица показывает, что после обучения на тестовых 

данных алгоритм определил вид E. coli с точностью 99,54%, 

S. aureus – с точностью 98,53% (рис. 3).

Выводы

В проведенной нами работе показано, что технологии 

машинного обучения с использованием библиотеки PyCaret 

могут различать данные, полученные при рутинной иденти-

фикации патогенных микроорганизмов, методом масс-

спектрометрии. Установлено, что при анализе данных, полу-

ченных при идентификации штаммов бактерий E. coli и 

S. aureus, алгоритм Light Gradient Boosting Machine позволя-

ет получать наиболее достоверные результаты. 

Полученные результаты позволяют сделать вывод, что 

использование технологий машинного обучения при иденти-

фикации микроорганизмов является перспективным на-

правлением исследований.
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З
доровое носительство Staphylococcus aureus является 

одним из важнейших факторов в эпидемиологии 

инфекций, вызываемых этими микробами [1]. Носители 

патогенных стафилококков среди медицинских работников 

хирургических клиник и родильных домов являются, по мне-

нию большого числа исследователей, основным источником 

S. aureus, вызывающих нередко послеоперационные ослож-

нения [2–4]. При этом следует иметь в виду эпидемиологиче-

скую неоднозначность носителей разных категорий [5]. Роль 

основных первичных источников инфекции принадлежит 

постоянным, или резидентным, носителям «госпитальных 

штаммов» из числа персонала клиник [4, 6].

Целью исследования является определение частоты 

распространения носительства S. aureus среди медицинско-

го персонала.

Материалы и методы

Нами было проведено 3-кратное обследование 208 чело-

век, работающих в клинике Сельского района Самарканда.

Забор материала производился стерильным ватным там-

поном со слизистой нижних носовых ходов, посевы дела-

лись на желточно-солевом агаре (ЖСА). После 48-часовой 

инкубации при температуре 37°С отмечали массивность 
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роста стафилококков, а отдельные колонии (2–3) осевали 

для последующего изучения биологических свойств.

У всех выделенных штаммов определялась плазмокоагу-

лазная активность, затем коагулазопозитивные штаммы 

изучались по следующим биологическим свойствам: про-

дукция лецитовителлазы, ДНКазы, гемолизинов, лизоцимо-

подобного фермента, фаголизабельность культур стафило-

фагами Международного набора поливалентных фагов, а 

также чувствительность к 7 антибиотикам методом стан-

дартных дисков.

При определении ряда биологических свойств выделен-

ной коллекции штаммов мы пользовались штампом-

«ежиком»; при определении антибиограммы применялся 

метод ускоренного посева культур.

Результаты и обсуждение

Всего было изучено 747 культур стафилококков, выде-

ленных от 208 человек. Все обследованные были распреде-

лены по категориям носительства. В 1-ю группу «злостных» 

носителей были отнесены 49 (23,6%) человек. У этих лиц 

при 3-кратном обследовании с интервалом в 1,5–2 мес. вы-

севались S. aureus одного и того же фаготипа. Во 2-ю груп-

пу – «постоянных» носителей – 31 (13,5%) человек, у них 

высевались S. aureus, различавшиеся по фаготипам. 3-ю 

группу «временных» носителей составили 50 (24,0%) чело-

век. У 73 (37,5%) человек стафилококки не были выделены 

ни разу.

При распределении обследованных лиц по категориям 

носительства в зависимости от профессии оказалось, что 

носителей среди врачей было 43 (33,0%), среднего медицин-

ского персонала – 64 (49,0%) и младшего медицинского 

персонала – 23 (18,0%). Группу «злостных» носителей со-

ставили 48,8% врачей, 35,9% среднего медицинского персо-

нала и 21,8% младшего медицинского персонала; «постоян-

ных» – 23,2% врачей, 22,9% среднего медицинского персо-

нала и 30,4% младшего медицинского персонала.

Таким образом, наибольший удельный вес «злостных» 

носителей приходится на врачей, «постоянных» – на млад-

ший медицинский персонал. От 130 носителей было выделе-

но и изучено 320 штаммов S. aureus, причем от «злост-

ных» – 155 штаммов, от «постоянных» – 88 и от «времен-

ных» – 77. Штаммы, изолированные от «злостных» носите-

лей, чаще обладали биологической активностью. Отмечена 

корреляционная связь ДНКазной активности, выработки 

α-гемолизинов, а также лецитовителлазной и плазмокоагу-

лазной активности. 90,9% культур, полученных от носителей 

этой категории, типировались использованными стафило-

фагами.

Штаммы, выделенные от «постоянных» и «временных» 

носителей, по биологическим свойствам оказались менее 

активными. Исключение составляет продукция δ-гемолизина 

(80,6% – у «постоянных» и 79,2% – у «временных»). Среди 

штаммов стафилококков, изолированных от «временных» 

носителей, оказалось несколько больше активных по про-

дукции лецитовителлазы, α-гемолизина, чем среди культур, 

выделенных от «постоянных» носителей. Если учесть, что 

штаммы высевались преимущественно при втором и тре-

тьем обследованиях, то можно предположить вероятное ин-

фицирование штаммами с такими биологическими свой-

ствами, распространенными среди персонала клиники.

У носителей всех категорий обсемененность слизистой 

носа стафилококками была значительной. 

Так, массивный рост S. aureus выделялся на чашках ЖСА 

первичного посева от 63,2% «злостных» носителей, 57,9% 

«постоянных» и 59,7% «временных». Среди 320 штаммов 

S. aureus, выделенных от носителей – персонала клиник и 

изученных на чувствительность к антибиотикам, большин-

ство оказалось устойчивыми к пенициллину (253, 80%), 

меньшее число – к другим препаратам: амоксициллину (69, 

21,6%), цефазалину (75, 23,4%), ципрофлоксацину (83, 

25,9%), цефтиазедиму (33, 10,3%), и лишь единичные – к 

цефепиму (3,2%) и цефатаксиму (0,9%). При этом культуры, 

устойчивые одновременно к трем и более антибиотикам, со-

ставили 23,4% от всех выделенных.

По фагогруппам штаммы, выделенные от носителей раз-

ных категорий, распределялись следующим образом. 

Наибольшее число штаммов, изолированных со слизистой 

носа носителей различных категорий, типировалось полива-

лентным фагом (61,3% – от «злостных», 42,0% – от «посто-

янных» и 39,0% – от «временных»); к I фагогруппе принад-

лежали 12,9% штаммов, выделенных от «злостных», 16,0% – 

от «постоянных» и 7,8% – от «временных»; ко II фагогруп-

пе – 5,8% от «злостных», 8,0% от «постоянных» и 14,3% от 

«временных»; к III фагогруппе – 7,7% от «злостных», 3,4% от 

«постоянных» и 13,0% от «временных».

Выводы

Таким образом, наибольший удельный вес «злостных» 

носителей приходится на врачей, «постоянных» – на млад-

ший медицинский персонал. От 130 носителей было выделе-

но и изучено 320 штаммов S. aureus, причем от «злост-

ных» – 155 штаммов, от «постоянных» – 88 и от «времен-

ных» – 77. Штаммы, изолированные от «злостных» носите-

лей, чаще обладали биологической активностью. Отмечена 

корреляционная связь ДНКазной активности, выработки 

α-гемолизинов, а также лецитовителлазной и плазмокоагу-

лазной активности. 90,9% культур, полученных от носителей 

этой категории, типировались использованными стафило-

фагами.

Информация о финансировании

Бюджетное финансирование.

Financial support 

Budget financing.

Конфликт интересов

Автор заявляет об отсутствии конфликта интересов, тре-

бующего раскрытия в данной статье.

Conflict of interest

Authors declare no conflict of interest requiring disclosure in 

this article.



Распространение и биологические свойства стафилококков, выделенных от медицинского персонала хирургических клиник

41

Литература

1.  Инфекционные болезни у детей. Под ред. Тимченко ВН. 2-е изд. СПб.: 

Специальная литература; 2006, с. 325-341. 

2.  Детские инфекционные болезни. Лечебная практика. Под ред. Цыркунова ВМ, 

Васильева ВС, Астапова АА. Минск: АСАР; 2013, 512 с. 

3.  Бехтерева МК, и др. Принципы антимикробной терапии острых кишечных 

инфекций у детей. Педиатрия. 2015;2:51-6.

4.  Одилова ГМ, Юсупов МИ. Течение стафилококковых энтероколитов у детей 

раннего возраста. Проблемы биологии и медицины. 2021;5(130):158-9.

5.  Одилова ГМ, Шайкулов ХШ, Юсупов МИ. Клиникобактериологическая характе-

ристика стафилококковых диарей у детей грудного возраста. Доктор ахборот-

номаси. 2020;4(97):70-3.

6.  Белятич ЛИ, Зинченко ЛИ, Клюева ЕВ. Метициллинрезистентные стафилокок-

ки среди возбудителей инфекции кожи и мягких тканей в гнойном хирургиче-

ском стационаре. Бактериология. 2021;6(3):26.

References

1.  Infectious diseases in children. Edited by Timchenko VN. 2nd ed. St. Petersburg: 

"Special Literature" Publ.; 2006, pp. 325-341. (In Russian).

2.  Children's infectious diseases. Editet by Tsyrkunov VM, Vasilyev VS, Astapov AA. 

Minsk: "ASAR" Publ.; 2013, 512 p. (In Russian).

3.  Bekhtereva MK, et al. Principles of antimicrobial therapy of acute intestinal 

infections in children. Pediatrics 2015;2:51-6. (In Russian).

4.  Odilova GM, Yusupov MI. The course of staphylococcal enterocolitis in young 

children. Problems of Biology and Medicine. 2021;5(130):158-9. (In Russian).

5.  Odilova GM, Shaikulov KhSh, Yusupov MI. Clinical and bacteriological characteristics 

of staphylococcal diarrhea in infants. Doctor ahborotnomasi. 2020;4(97):70-3. (In 

Russian).

6.  Belyatich LI, Zinchenko LI, Klyueva EV. Methicillin-resistant staphylococci among 

pathogens of skin and soft tissue infections in a purulent surgical hospital. 

Bacteriology. 2021;6(3):26. (In Russian).

Н о в о с т и  н а у к и

Бактериальные метатранскриптомы в сточных водах могут дифференцировать 
инфицированные вирусом человеческие популяции

В недавнем исследовательском отчете из США ученые показали, что 

бактериальные таксономические и функциональные профили могут раз-

личать статус коронавируса тяжелого острого респираторного синдрома 

2 (SARS-CoV-2) даже без прямого обнаружения вирусных ранскриптов. 

Открыта дверь для совершенно новых подходов в эпидемиологии сточ-

ных вод.

Эпидемиология сточных вод для отслеживания заболеваний пред-

ставляет собой концепцию, которая в последние годы становится все 

более распространенной благодаря многим преимуществам по сравне-

нию с традиционными подходами, поскольку она может предоставить 

особенно полную информацию о различных сообществах.

Этот метод неинвазивен и экономически эффективен по сравнению с 

индивидуальными клиническими испытаниями. Кроме того, не требуется личного согласия на клиническое тестирование, 

чтобы сообщить о результатах в органы общественного здравоохранения.

В настоящее время схема эпидемиологии на основе сточных вод ограничена обнаружением и характеристикой патогенов 

с использованием ПЦР в реальном времени и методов секвенирования, что означает, что она не может обнаруживать воз-

будителей болезней, для которых не разработан скрининг-тест.

Недавние исследования, в которых использовалась система мониторинга сточных вод с высоким пространственным раз-

решением и высокой пропускной способностью в кампусе колледжа, показали, что можно собрать и охарактеризовать ты-

сячи образцов сточных вод с помощью ПЦР в реальном времени, выявляющие 85% клинических случаев, вызванных SARS-

CoV-2, а также позволяют проводить геномный надзор за новыми вариантами, вызывающими озабоченность, путем полно-

го секвенирования генома.

Результаты исследования показали, что метатранскриптомы сточных вод могут выявлять следы редких патогенов по-

средством изменений микробиома инфицированных людей, которые впоследствии отражаются в микробиоме сточных вод.

Salido RA, Martino C, Karthikeyan S, et al. 

Bacterial metatranscriptomes in wastewater can differentiate virally infected human populations. 

bioRxiv 2022.02.23.481658. DOI: https://doi.org/10.1101/2022.02.23.481658
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При неспецифической реактивности детского организма при патологических состояниях значительное место занима-
ет изучение комплементарной активности сыворотки крови. В ходе изучения клинико-иммунологических особенно-
стей острой дизентерии у детей обратили особое внимание на иммунологические изменения в организме больных 
«чистой» дизентерией.
В работе исследовали 158 детей, больных острой дизентерией. У всех проводилось бактериологическое исследова-
ние. Острая дизентерия в сочетании с гельминтозами и лямблиозом протекала с более выраженными симптомами 
интоксикации, проявлениями колита и более обширными и глубокими поражениями в дистальном отделе толстого 
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The study of the complementary activity of blood serum occupies a significant place in the nonspecific reactivity of the child’s 
organism in pathological conditions. the study of clinical and immunological features of acute dysentery in children paid special 
attention to immunological changes in the body of patients with «pure» dysentery.
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В
суждении о неспецифической реактивности детского 

организма [1] при патологических состояниях значи-

тельное место занимает изучение комплементарной актив-

ности сыворотки крови [2]. Авторы, изучавшие клинико-

иммунологические особенности острой дизентерии у детей, 

обратили особое внимание на иммунологические изменения 

в организме больных «чистой» дизентерией [3, 4]. И лишь в 

единичных работах приводятся результаты изучения имму-

нологических сдвигов в организме больных острой дизенте-

рией в сочетании с глистной инвазией и лямблиозом [5, 6]. В 

литературе имеются данные, которые свидетельствуют не 

только о своеобразии клиники сочетанного течения острой 

дизентерии с глистной инвазией и лямблиозом, но и о значи-

тельном угнетении иммунологической реактивности орга-

низма в течение заболевания [4, 7]. Однако иммунологиче-

ский статус организма больных детей при подобных микст-

инфекциях изучен недостаточно [8].

Цель исследования – изучить комплементарную актив-

ность сыворотки крови при дизентерии и установить зависи-

мость ее показателей от сопутствующих заболеваний.



Изменения комплементарной активности сыворотки крови у детей, больных острой дизентерией в сочетании с глистной инвазией

43

Пациенты и методы

Под нашим наблюдением находились 158 детей, больных 

острой дизентерией, у всех проводилось бактериологиче-

ское исследование. У 68 больных обнаружены шигеллы 

Shigella sonnei, у 61 – S. flexneri. Изучение клиники показало, 

что заболевание протекало в среднетяжелой и тяжелой 

форме у большинства (77,5%) детей, больных острой дизен-

терией с сопутствующей глистной инвазией, и у 51,6% боль-

ных с сопутствующим лямблиозом, тогда как при «чистой» 

дизентерии подобные клинические формы отмечены лишь у 

34,0% больных. Острая дизентерия в сочетании с гельминто-

зами и лямблиозом протекала с более выраженными сим-

птомами интоксикации, проявлениями колита и более об-

ширными и глубокими поражениями в дистальном отделе 

толстого кишечника.

При изучении комплементарной активности сыворотки 

крови у всех больных (158) мы разделили их на 3 группы: в 

1-ю (п = 58) вошли больные острой дизентерией в сочетании 

с глистной инвазией, во 2-ю (п = 50) – в сочетании с лямбли-

озом, в 3-ю (контрольную) (п = 50) – без сопутствующих ин-

вазий. Комплементарную активность изучали при разных 

формах тяжести и в динамике заболевания. Полученные 

результаты у больных 3 групп подвергли сравнительному 

анализу.

Результаты и обсуждение

Наши наблюдения показали, что изменения комплемен-

тарной активности сыворотки крови в определенной степе-

ни зависят от периода болезни и сопутствующих инвазий. 

Так, в первую неделю заболевания у подавляющего боль-

шинства больных 1-й группы (47 из 58) титр комплемента 

оказался пониженным, причем у половины из них (28 из 

58) – значительно. Во 2-й группе титр комплемента был сни-

женным также у большинства (35 из 50), однако это сниже-

ние носило менее выраженный характер. В контрольной 

группе превалировали случаи (28 из 50), когда титр компле-

мента оставался в пределах нормы, у остальных детей он 

был сниженным, однако значительное снижение его отмеча-

лось в 1,5–2 раза реже, чем у больных двух первых групп. 

Особенно низкой комплементарная активность сыворотки 

крови была у больных острой дизентерией с сопутствующим 

аскаридозом и гименолепидозом. Так, у 2/3 таких больных 

на первой неделе болезни титр комплемента находился в 

пределах 0,09—ОД.

По мере улучшения общего состояния, уменьшения ин-

токсикации, а у больных с сопутствующими инвазиями – 

после проведения противопаразитарной терапии, во всех 

трех группах комплементарная активность сыворотки крови 

постепенно повышалась. С 10-го дня болезни число боль-

ных с нормализовавшимся титром комплемента составило 

в 1-й группе 23,2%, во 2-й – 48,0%, в 3-й – 64,0%. Перед 

выпиской (20–29-й день) комплементарная активность сы-

воротки крови оставалась пониженной примерно у 2/3 боль-

ных 1-й группы и почти у половины – 2-й группы, в то время 

как у больных «чистой» дизентерией низкие показатели 

комплементарной активности отмечены менее чем в 1/3 слу-

чаев.

Таким образом, по мере выздоровления постепенно вос-

станавливалась комплементарная активность во всех груп-

пах, однако у больных 1-й группы со значительным (почти в 

2 раза) отставанием. У части из них титр комплемента оста-

вался низким длительное время (>2 мес.).

Нам удалось выявить прямую зависимость комплемен-

тарной активности сыворотки крови от тяжести болезни. В 

начальном периоде при стертых и легких формах болезни 

более чем в половине случаев титр комплемента оставался 

в пределах нормы, у остальных больных был умеренно сни-

жен. При среднетяжелой и тяжелой формах титр комплемен-

та был понижен почти у всех больных (76 из 78), причем у 

большинства значительно (32 и 17 соответственно формам). 

В разгар болезни со стертым и легким течением комплемен-

тарная активность была преимущественно умеренно сниже-

на лишь у 1/3 больных, тогда как при среднетяжелой 

форме – в подавляющем большинстве (69 из 78), причем 

нередко (31 ребенок) значительно.

Период реконвалесценции характеризовался нормализа-

цией показателей титра комплемента у большинства боль-

ных со стертыми и легкими формами болезни, оставаясь 

сниженным соответственно у 5 и 8 детей. У подавляющего 

большинства больных со среднетяжелой и тяжелой форма-

ми они оставались низкими, и средние титры были досто-

верно понижены (р < 0,001).

Выводы

Таким образом, комплементарная активность сыворотки 

крови больных детей зависит от периода, клинической кар-

тины болезни, а также от сопутствующих инвазий. Особенно 

выражено снижение титра комплемента при тяжелых фор-

мах дизентерии и сопутствующем аскаридозе к гименолепи-

дозе. Угнетение иммунных механизмов, характеризующих 

состояние реактивности организма ребенка, при сопутству-

ющей глистной инвазии и лямблиозе поможет практическим 

врачам построить комплексную патогенетическую терапию.
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Н о в о с т и  н а у к и

Безопасно изучать опасные инфекции стало намного проще 

Исследователи из Национальной лаборатории Лоуренса Беркли 

(Berkeley Lab) и Гейдельбергского университета в Германии увеличили 

скорость визуализации инфицированных клеток с помощью мягкой рент-

геновской томографии, метода микроскопической визуализации, кото-

рый может генерировать невероятно подробные трехмерные сканы.

Эта новая методика занимает всего несколько минут для сбора дан-

ных, для которых потребовались бы недели подготовки и анализа с по-

мощью других методов, что дает ученым простой способ быстро изучить, 

как внутренний механизм наших клеток реагирует на SARS-CoV-2 или 

другие патогены, а также как клетки реагируют на лекарства, предна-

значенные для лечения инфекции.

Ученые разработали мягкую рентгеновскую томографию (SXT) в на-

чале 2000-х годов, чтобы заполнить пробелы, оставленные другими ме-

тодами клеточной визуализации. В рамках исследования, опубликован-

ного в Cell Reports Methods в конце прошлого года, был выполнен SXT-

анализ на образцах клеток легких человека.

Ученые заразили клетки вирусом SARS-CoV-2, химически зафиксировала их с помощью соединений на основе альдеги-

дов – процесс, который убивает клетки и сохраняет их, иммобилизованными, в их последнем живом состоянии, а также 

инактивирует любые оставшиеся вирусные частицы) – через 6 и 24 часа после заражения.

Полученные 3D-изображения имели высокий уровень детализации и четкости, которым известен SXT, несмотря на хими-

ческую фиксацию клеток. Они показали развитие своеобразного компартмента почти во всех изученных инфицированных 

клетках, которым клетка пытается переработать или удалить все вирусные репродуктивные механизмы. 

Этот подход позволит многим лабораториям безопасно получать изображения инфицированных клеток без известных 

рисков и соответствующих необходимых протоколов безопасности при работе с живыми инфицированными клетками.

Авторы считают, что их результаты помогут мировому научному сообществу изучить COVID-19 и, возможно, другие за-

болевания.

Safely studying dangerous infections just got a lot easier [Электронный ресурс]. 

URL: https://phys.org/news/2022-02-safely-dangerous-infections-lot-easier.html (дата обращения: 28.02.2022).
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Сравнительная характеристика 

коагулазонегативных стафилококков, 

выделенных от больных с различными 

поражениями кожи и от здоровых людей

М.И.Юсупов

Самаркандский медицинский университет, Самарканд, Республика Узбекистан

Последнее время все чаще появляются сообщения об этиологической роли так называемых «непатогенных» стафи-
лококков, в основном Staphylococcus epidermidis, в ряде заболеваний: мочевыводящих путей, конъюнктивитов у ново-
рожденных детей, раневой и гнойной инфекций, острых гастроэнтеритов, эндокардитов. Было проведено комплексное 
микробиологическое обследование 146 пациентов. Из них 88 – больные с кожными заболеваниями и 49 – здоровые 
лица. Всего было изучено 428 штаммов, изучена биологическая характеристика коагулазонегативных стафилококков.
Ключевые слова: стафилококк, Staphylococcus epidermidis, штамм, пигмент, антибиотики
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Comparative characteristics of coagulasone-negative 
staphylococci isolated from patients with various skin lesions 
and from healthy people

M.I.Yusupov

Samarkand Medical University, Samarkand, Uzbekistan

Recently, reports have been increasingly appearing about the etiological role of the so-called «non-pathogenic» staphylococci, 
mainly Staphylococcus epidermidis, in a number of diseases: urinary tract, conjunctivitis in newborns, wound and purulent 
infections, acute gastroenteritis, endocarditis. A comprehensive microbiological examination of 146 people was carried out. Of 
these, there were 88 patients with skin diseases and 49 healthy individuals. A total of 428 strains were studied, the biological 
characteristics of coagulase-negative staphylococci were studied.
Key words: Staphylococcus, Staphylococcus epidermidis, strain, pigment, antibiоtics
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В
практических лабораториях при идентификации ста-

филококков используется один из тестов – реакция 

плазмокоагуляции. Стафилококки, лишенные плазмокоагу-

лазы, автоматически признаются безобидными комменсала-

ми, не обладающими способностью вызывать патологиче-

ский процесс [1, 2]. Вместе с тем в последнее время все 

чаще появляются сообщения об этиологической роли так 

называемых «непатогенных» стафилококков, в основном 

Staphylococcus epidermidis, в ряде заболеваний: мочевыводя-

щих путей, конъюнктивитов у новорожденных детей, раневой 

и гнойной инфекций, острых гастроэнтеритов, эндокардитов 

[3–6]. Коагулазоотрицательные стафилококки часто выделя-

ются как со слизистой носоглотки, с кожи здоровых людей, 

так и из многочисленных объектов внешней среды [7].

Цель исследования – выявить биологические особенно-

сти коагулазонегативных стафилококков, выделенных от 

больных с различными поражениями кожи. 

Материалы и методы

Было проведено комплексное микробиологическое об-

следование 146 человек, обратившихся в амбулаторию 
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Сельского района г. Самарканда. Из них 88 были больные 

кожными заболеваниями, а 49 – здоровые лица. Материал 

для исследования забирался стерильным тампоном со сле-

дующих участков тела: слизистой губ, здоровой кожи перед-

ней поверхности грудной клетки, слизистой носа, зева и по-

ловых органов, а у больных – еще из очага кожного пораже-

ния. Посев производили на желточно-солевом агаре. После 

48-часовой инкубации в термостате выросшие колонии пе-

ресевали на мясопептонный агар для дальнейшего изуче-

ния. У всех выделенных культур коагулазонегативных ста-

филококков изучали лецитовителлазную, ДНКазную, лизо-

цимную активности, пигментообразование, продукцию гемо-

лизинов, бактериоциногенность, фаголизабельность и анти-

биотикограммы. 

Результаты и обсуждение

Всего было изучено 428 штаммов. Изучена биологиче-

ская характеристика коагулазонегативных стафилококков. 

Оказалось, что 44,4% культур продуцировали ДНКазу, 

39,7% – лизоцимоподобный фермент. Продукция α- и 

δ-гемолизинов зарегистрирована у 42,0 и 39,0% штаммов 

соответственно, но ни один из 428 штаммов не продуциро-

вал β-гемолизин. 18,4% оказались бактериоциногенными. 

Более четверти штаммов лизировались Международным 

набором стафилофагов, 51,6% культур обладали множе-

ственной лекарственной устойчивостью (пенициллин, стреп-

томицин, амоксицилин, гентомицин, цефазолин, цефатак-

сим). Лишь 8,8% культур образовывали палевый и золоти-

стый пигмент.

Статистически достоверной разницы между частотой 

проявления отдельных биологических свойств культур, вы-

деленных от здоровых людей и больных с поражениями 

кожи, установить не удалось. Исключение составляет про-

дукция δ-гемолизина: у людей с поражениями кожи было 

обнаружено 43% таких штаммов, а у здоровых лиц – 32,7%. 

Разница статистически достоверна (р < 0,05).

Представлялось важным сопоставить частоту проявления 

отдельных признаков у культур коагулазоотрицательных 

стафилококков, выделенных из различных участков тела 

обследованных лиц. Анализ результатов показывает, что 

штаммы, выделенные со слизистой половых органов, значи-

тельно чаще, чем изолированные из других участков тела 

обследованных, обладали ДНКазной активностью, способ-

ностью продуцировать α- и δ-гемолизины. Другие признаки 

проявлялись одинаково часто и у стафилококков, выделен-

ных с других участков тела. Бактериоциногенная активность 

чаще отмечалась у штаммов, выделенных из зева.

Выводы

Важно отметить, что коагулазоотрицательные культуры, 

полученные из очагов кожных поражений, не отличались 

более высокой биологической активностью по сравнению с 

выделенными из других участков тела, что не позволяет 

считать эти микроорганизмы участниками, а тем более 

возбудителями кожных поражений у обследованных боль-

ных.
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Клиническая картина детской скарлатины 

в Узбекистане

С.А.Низамова, Б.М.Таджиев

Республиканский специализированный научно-практический медицинский центр эпидемиологии, 

микробиологии, инфекционных и паразитарных заболеваний, Ташкент, Республика Узбекистан

В работе исследовали клинические особенности течения скарлатины у детей, госпитализированных во 2-м отделении 
1-й Государственной инфекционной больницы. Охарактеризованы распределение пациентов по возрасту, организо-
ванности (дошкольники, школьники, неорганизованные), характеру течения заболевания. На основе проведенных 
клинических исследований больных сделан вывод о том, что на сегодняшний день скарлатина у детей носит типичный 
характер и имеет все классические клинические симптомы.
Ключевые слова: скарлатина у детей, клиническая картина
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Clinical picture of children’ scarlet fever in Uzbekistan
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Infectious and Parasitic Diseases, Tashkent, Republic of Uzbekistan

The clinical features of the course of scarlet fever in children hospitalized in the 2nd department of the 1st State Infectious 
Diseases Hospital have been investigated in the paper. The distribution of patients by age, organization (preschoolers, 
schoolchildren, unorganized), the nature of the course of the disease were characterized. Based on the clinical studies of 
patients, it was concluded that today scarlet fever in children is typical and has all the classic clinical symptoms.
Key words: scarlet fever in children, clinical picture
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С
карлатина, симптомы которой известны человечеству 

на протяжении многих веков, является опасным забо-

леванием, вызываемым стрептококками Streptococcus 

pyogenes (стрептококк группы А), которые относятся к груп-

пе гемолитических стрептококков. Этот вид бактерий также 

способен вызывать хронический тонзиллит, переходящий в 

ревматические заболевания, стрептодермию, гломеруло-

нефрит. Долгое время скарлатину не отличали от аналогич-

ных заболеваний, сопровождающихся сыпью, и только в 

конце XVII века болезнь была тщательно изучена и описана. 

Из-за характерного симптома – ярко-красного цвета языка и 

слизистой оболочки полости рта, фиолетового цвета мелкой 

сыпи – была названа скарлатиной (пурпурной лихорадкой). 

Источником инфекции при данном заболевании являются 

больные с различными признаками стрептококковой инфек-

ции [1]. На современном этапе, несмотря на патогенетиче-

скую терапию, использование современных антибиотиков, 

скарлатина продолжает оставаться актуальной проблемой 

сегодняшней медицины. Учитывая наибольшую распростра-

ненность среди детей дошкольного и школьного возраста, 

необходимо отметить, что дети, посещающие дошкольные 

учреждения, заболевают чаще, чем дети, находящиеся в 

домашних условиях, что связано со скученностью детей и 

различными механизмами передачи – воздушно-капельным, 

контактно-бытовым и пищевым [2, 3]. Опасность распро-

странения данной инфекции связана с отсутствием специ-

фической профилактики и риском развития ревматических 

заболеваний, гломерулонефрита [4]. 

Цель данной работы – исследовать особенности клини-

ческой картины скарлатины у детей. 
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Материалы и методы 

Для решения поставленной цели нами изучены клиниче-

ские особенности течения скарлатины у детей, госпитализи-

рованных во 2-м отделении 1-й Государственной инфекцион-

ной больницы. 

Результаты и обсуждение

Средний возраст пациентов со скарлатиной составил 

6,35 ± 0,64 года (рис. 1), с преобладанием детей от 3 до 6 лет 

(20, 43,48%). При этом девочек было 24 (52,17%), мальчи-

ков – 22 (47,83%).

Детские дошкольные учреждения посещали 10 (21,77%) 

детей, школу – 18 (39,13%), долю неорганизованных детей 

составили также 18 (39,13%) больных (рис. 2).

Заболевание у всех детей начиналось остро, с повыше-

ния температуры до 39–40°С у 7 (15,22 ± 0,57%) больных, до 

38°С у 20 (43,48 ± 0,97%) и до 37°С у 19 (41,30 ± 0,95%).

Больных при поступлении беспокоила общая слабость 

(42, 91,30 ± 1,40%), сыпь (45, 99,83 ± 1,45%), боль в горле 

(40, 90,43 ± 1,32%), ухудшение аппетита (30, 80,87 ± 1,15%), 

ухудшение сна (30, 80,87 ± 1,15%), тошнота (8, 17,39 ± 0,61%), 

рвота (6, 13,04 ± 0,53%), головокружение (2, 4,35 ± 0,31%) 

(рис. 3).

У 72,4% больных сыпь появилась в первый день заболе-

вания, у 27,6% – на 2–3-й день. У всех пациентов сыпь мел-

коточечная, расположена на фоне гиперемии кожи, чаще 

всего на лице, кроме носогубного треугольника, на тулови-

ще и сгибательных поверхностях конечностей, со сгущени-

ем в области складок. Сыпь исчезала через 3–5 дней, в 

среднем 4,21 ± 1,09 дня, не оставляя пигментации. У неболь-

шой части больных (18,7%) отмечалось мелкое шелушение 

на лице, туловище.

У 82,4% больных отмечалось увеличение подчелюстных 

лимфатических узлов до 1–1,5 см, узлы при пальпации эла-

стичные, безболезненные.

У 30,07% больных отмечалось увеличение печени (на 

1,0–2,0 см выступала из-под края реберной дуги), увеличе-

ние селезенка не отмечалось.

Гиперемия и умеренное увеличение нёбных миндалин от-

мечались у 68,4% пациентов, выраженная гиперемия и ги-

пертрофия нёбных миндалин – у 32,6% больных. У большин-

ства больных (56,8%) ангина имела лакунарный характер, 

реже отмечалась катаральная и фолликулярная форма.

У 86,4% больных на 3–4-е сутки заболевания наблюдался 

«малиновый» язык.

При анализе данных периферической крови отмечается 

невыраженный лейкоцитоз (среднее значение лейкоцитов 

9,28 × 109) и сдвиг лейкоцитарной формулы влево у 37,5% 

детей; увеличение скорости оседания эритроитов до 

10 мм/ч – у 39,7%.

Все больные получали антибактериальную терапию по 

схеме: пенициллин 1 г 3 раза в день. Средняя продолжитель-

ность курса 7 дней

По данным лечения у всех пациентов не выявлено ника-

ких осложнений, среднее число койко-дней – 8.

Все дети были выписаны с улучшением под наблюдение 

участкового врача.

Таким образом, субъективные и объективные данные 

проведенных клинических исследований больных скарлати-

ной показывают, что на сегодняшний день скарлатина носит 

типичный характер и имеет все классические клинические 

симптомы.
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Н о в о с т и  н а у к и

Пристальный взгляд на возникновение устойчивости к антибиотикам в биоаэрозолях

Несмотря на серьезную озабоченность общественного здравоохране-

ния в отношении инфекционных заболеваний в воздушной среде, потен-

циально опасным микробиологическим индикаторам, таким как гены 

устойчивости к антибиотикам (ARG) в биоаэрозолях, не уделяется суще-

ственного внимания. Традиционно исследования биоаэрозолей были 

сосредоточены на характеристике микробных сообществ; однако недав-

но возникла более серьезная проблема из-за присутствия ARG в биоаэ-

розолях, что привело к увеличению распространенности горизонтально-

го переноса генов (HGT). Это представляет собой процесс, посредством 

которого бактерии переносят гены в другие среды окружающей среды и, 

следовательно, вызывают инфекционное заболевание. Устойчивость к 

антибиотикам в водной и почвенной средах широко изучалась в послед-

ние несколько лет с применением передовых молекулярных и биотехно-

логических методов. Однако АРГ в биоаэрозолях не привлекали особого 

внимания. Кроме того, профилирование ARG и HGT в воздушной среде сильно ограничено в полевых исследованиях из-за 

отсутствия подходящих методологических подходов. Таким образом, это исследование всесторонне описывает последние 

результаты опубликованных исследований и некоторые соответствующие молекулярные и биотехнологические методы мо-

ниторинга устойчивости биоаэрозолей к антибиотикам. Кроме того, в этом обзоре обсуждаются основные пробелы в знани-

ях относительно текущих методологических вопросов и будущих направлений исследований.

Lee G, Yoo K. 

A review of the emergence of antibiotic resistance in bioaerosols and its monitoring methods. 

Rev Environ Sci Biotechnol. 2022 Jun 6:1-29. DOI: 10.1007/s11157-022-09622-3
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Clostridioides difficile – возбудитель 

антибиотик-ассоциированной диареи 

и псевдомембранозного колита

Б.В.Ерусланов, Э.А.Светоч, И.П.Мицевич, Н.К.Фурсова

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Обзор посвящен особенностям биологии возбудителя Clostridioides difficile-инфекции, позволяющим ему персистиро-
вать в организме человека, длительно сохраняться во внешней среде и вызывать тяжелые поражения толстого кишеч-
ника у больных пациентов. Представлены данные о морфологии, структуре и функциях S-слоя и других макромолеку-
лах клеточной стенки микроба. Рассматриваются процессы спорообразования и прорастания спор, их строение, а 
также процесс образования биопленки. Описаны токсины TcdA, TcdB и CDT: их структура, генетический контроль и 
молекулярные механизмы поражающего действия. Дана характеристика генома и мобильных генетических элементов 
(МГЭ) C. difficile, описано их участие в изменчивости, адаптации и эволюции патогена. Представлены данные об анти-
биотикорезистентности C. difficile и роли МГЭ в ее распространении среди C. difficile. Подробно описан патогенез 
инфекции. Уникальные свойства патогена свидетельствуют о его весьма высоком патогенном потенциале и больших 
трудностях борьбы с ним.
Ключевые слова: Clostridioides difficile, псевдомембранозный колит, патогенез, токсины, мобильные генетические эле-
менты
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Clostridioides difficile is the causative agent 
of antibiotic-associated diarrhea 
and pseudomembranous colitis
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Russian Federation

The review is devoted to the peculiar properties of the agent for Clostridioides difficile-infection, allowing persisting in the human 
body for a long time as well as in the extremal environments and causing the severe lesions of the colon in the patients. Data 
on morphology, structure and functions of the S-layer and other macromolecules of the microbe cell wall are presented. The 
processes of spore formation and germination, their structure as well as the process of biofilm formation are considered. The 
toxins TcdA, TcdB and CDT are described: structure, genetic control and molecular mechanisms of action. The genome and 
mobile genetic elements (MGE) of C. difficile, their participation in the variability, adaptation, and evolution of the pathogen are 
characterized. Data on the antibiotic resistance of C. difficile and role of MGE in C. difficile dissemination are presented. The 
pathogenesis of the infection is described in detail. The unique properties indicate high pathogenic potential and the great 
difficulties to combat C. difficile.
Key words: Clostridioides difficile, pseudomembranous colitis, pathogenesis, toxins, mobile genetic elements
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C
lostridioides difficile – возбудитель тяжелой нозокомиаль-

ной (госпитальной) инфекции, C. difficile-инфекции 

(КДИ), которая сопровождается водянистой диареей и неред-

ко опасным для жизни человека поражением толстого кишеч-

ника – псевдомембранозным колитом. C. difficile – грамполо-

жительный анаэробный спорообразующий токсин-продуци-

рующий микроб, сравнительно широко распространенный во 

внешней среде. Основным местом обитания и резервуаром 

патогена является кишечный тракт человека и животных 

(свиней, птицы, представителей семейства кошачьих). Особо 

опасным источником C. difficile являются клинически больные 

(с диареей) пациенты и больные новорожденные животные 

(чаще всего поросята, телята). Споры возбудителя могут 

долго сохраняться во внешней среде – в почве, водных источ-

никах, в помещениях, на предметах и инструментарии лечеб-

ных учреждений, а также на животноводческих фермах.

Человек инфицируется C. difficile фекально-оральным 

путем. Кишечный тракт примерно 5% взрослых и 15–70% 

младенцев колонизирован C. difficile. Наибольший уровень 

колонизации кишечного тракта патогеном отмечается у лиц 

пожилого возраста, длительно находящихся на лечении [1]. 

Болезнь особенно тяжело протекает у пожилых и иммуно-

компрометированных людей. Инфекция у госпитализиро-

ванных пациентов, как правило, ассоциируется с текущей 

или предшествующей госпитализации интенсивной анти-

биотикотерапией больного.

Культура C. difficile впервые была выделена Hall и O’Toole 

из стула здорового новорожденного ребенка в 1935 г. [2]. 

Первоначально (после открытия) микроб считали представи-

телем нормальной микрофлоры кишечника человека, одна-

ко уже в 1970-е гг., в период интенсивного использования 

антибиотиков в клинической практике, C. difficile был при-

знан одним из этиологических агентов заболеваний толсто-

го кишечника человека [3]. В 1974 г. Tedesco et al. сообщили, 

что у 21% госпитализированных пациентов, получавших 

клиндомицин, развилась водянистая диарея и у половины из 

них при эндоскопическом обследовании на слизистой тол-

стой кишке были обнаружены псевдомембраны, из которых 

удалось выделить культуру C. difficile [4]. В последующие 

годы число случаев КДИ в мире увеличивалось, и в настоя-

щее время болезнь является одной из значимых нозокоми-

альных инфекций во многих странах, особенно часто ее ре-

гистрируют в США и Канаде [5, 6].

Систематика и номенклатура

Вид C. difficile, ранее известный как Clostridium difficile, 

принадлежит к роду Clostridioides, семейству Peptostreptococ-

caceae, порядку Clostridiales, классу Clostridia, типу Firmicutes, 

домену Bacteria. Свое новое официальное название вид по-

лучил только в 2016 г. [7, 8]. Новое таксономическое назва-

ние возбудителя отражает его генетическое и биологиче-

ское отличие от видов рода Clostridium. Показано, что нукле-

отидные последовательности 16S рРНК типичного вида 

рода Clostridium – C. butyricum, а также видов C. perfringens 

и C. tetani – значительно отличаются от нуклеотидных после-

довательностей 16S рРНК вида C. difficile. Тем не менее 

следует заметить, что старое название возбудителя КДИ – 

Clostridium difficile – и сейчас широко используется в научной 

литературе [9].

Культуральные и морфологические свойства

Вегетативные клетки C. difficile, выращенные на питатель-

ной среде и окрашенные по Граму, имеют форму палочек с 

закругленными концами различной длины (3,0–16,9 мкм) и 

ширины (0,5–1,9 мкм). Морфология и величина микроба за-

висят от штамма, питательной среды и других условий вы-

ращивания. Образующиеся в клетках споры располагаются 

субтерминально. Экзоспоры C. difficile имеют короткую па-

лочковидную (овоидную) форму. Морфология вегетативных 

клеток и их экзоспор при сканирующей электронной микро-

скопии представлена на рис. 1. 

У подвижных форм C. difficile на поверхности клеточной 

стенки видны перитрихиально расположенные жгутики. 

C. difficile – гетеротрофы, они хорошо растут на богатых пи-

тательных средах, оптимальная температура для их роста 

37°С. Молодые культуры C. difficile окрашиваются грамполо-

жительно, старые могут окрашиваться грамотрицательно. 

Характерным для C. difficile является большое морфологиче-

ское разнообразие образуемых ими на плотных питатель-

ных средах колоний (плеоморфизм). Варьирует не только 

форма колоний, но и их величина: от крупных (4–6 мм) до 

мелких (карликовых), возникающих из прорастающих спор 

[11]. Форма колоний изменяется по мере увеличения време-

ни выращивания культуры, спустя 72 ч роста у культуры на-

чинается споруляция. Тем не менее, несмотря на имеющий 

место у C. difficile плеоморфизм, большинство штаммов па-

тогена на средах с кровью и на селективно-элективном 

агаре CCFA (циклосерин-цефокситин-фруктозный агар) об-

разуют характерные неправильной формы плоские или 

слегка приподнятые, имеющие вид матового стекла колонии 

величиной 3–5 мм, которые спустя 48–72 ч роста, из-за при-

поднятого беловато-сероватого центра, приобретают вид 

«жареного яйца» (рис. 2). 

На кровяных агаровых средах колонии имеют синевато-

зеленый оттенок. Под ультрафиолетовым светом они флуо-

ресцируют зеленовато-желтым светом. Рост C. difficile на 

селективных средах сопровождается образованием едкого 

запаха, похожего на конский навоз. Появление характерного 

запаха объясняется способностью C. difficile образовывать 

изовалериановую и изокапроевую кислоты, а также n-крезол. 

Вследствие такой способности C. difficile может противосто-

ять действию 0,5%-го n-крезола, что отличает этот микроб 

от других клостридий, рост которых ингибируется указанной 

концентрацией n-крезола [12].

Рис. 1. Сканирующая электронная микрофотография: А – споры 

(синий цвет) и вегетативные клетки (красный цвет) C. difficile, 

адсорбированные на микроворсинках эпителиальных клеток 

кишечника человека (зеленый цвет); Б – вегетативные клетки 

(синий цвет) и жгутики (красный цвет) C. difficile [10].

А Б
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Структурная организация вегетативных клеток

Морфология и химический состав вегетативных клеток 

C. difficile имеют свои особенности, которые во многом опре-

деляют биологические и патогенетические свойства возбу-

дителя. Отличительным признаком клеток C. difficile являет-

ся наличие у них S-слоя, представляющего собой белковую 

паракристаллическую структуру, которая окружает (покры-

вает) всю клеточную поверхность микроба. S-слой играет 

важную роль в адгезии патогена к слизистой толстой кишки 

человека, в биопленкообразовании, а также в защите 

C. difficile от литических бактериофагов и иммунной системы 

хозяина [13].

Основной химической структурой S-слоя C. difficile явля-

ется комплекс SLP белков (synaptotagmin-like proteins). Этот 

комплекс состоит из двух групп протеинов – высокомолеку-

лярных (high molecular weight/HMW) с массой 40kDa и низко-

молекулярной (low molecular weight/LMW) с массой 35 kDa. 

Белки LMW C. difficile – это хорошие иммунодоминантные 

антигены, которые легко распознаются клетками иммунной 

системы человека и являются сильным индуктором гумо-

рального иммунного ответа. Этим, по-видимому, объясняет-

ся факт частого обнаружения в сыворотке крови переболев-

ших КДИ антител к белкам LMW. Исследователи отмечают 

высокие штаммовые различия в структуре аминокислотных 

последовательностей белков LMW, что существенно ограни-

чивает иммунологическую перекрестную реактивность 

между штаммами C. difficile. Благодаря антигенной гетеро-

логичности LMW-белков они являются основой для сероти-

пирования C. difficile; в настоящее время вид включает 

21 серогруппу [14]. Вариабельность антигенной структуры 

LMW-белков придает виду эволюционные преимущества, 

увеличивая его возможность противостоять иммунной си-

стеме человека и животных.

Высокомолекулярные белки HMW S-слоя отличаются от 

LMW-белков высокой консервативностью: их аминокислот-

ные последовательности у различных штаммов C. difficile на 

70–71% идентичны между собой, то есть являются иммуно-

логически перекрестно реактивными. Иммунологическая 

реактивность LMW- и HMW-белков S-слоя позволяет рас-

сматривать их и сам S-слой в качестве кандидатных анти-

генных субстанций при конструировании вакцины против 

КДИ [15].

Бактерии большинства изолятов C. difficile имеют пили и 

жгутики – структуры белковой природы. Пили представлены 

короткими нитями, расположенными на всей поверхности 

клетки. Они принимают участие в адгезии патогена и в об-

разовании им биопленки [16]. Жгутики C. difficile расположе-

ны на клетке перитрихиально и выполняют ряд функций, 

позволяющих рассматривать жгутики в качестве важного 

фактора вирулентности возбудителя КДИ. Жгутики способ-

ствуют адгезии патогена и колонизации им толстого кишеч-

ника. Показано, например, что препараты неочищенных 

жгутиков, выделенных из клеток C. difficile определенной 

серогруппы, в 10 раз сильнее прилипали к слизистой слепой 

кишки мыши, чем нефлагеллированные штаммы C. difficile, 

относящиеся к той же серогруппе [17]. Жгутики обеспечива-

ют движение C. difficile к источникам питания и одновремен-

но способствуют распространению патогена в кишечном 

тракте. Они ассоциированы с агрегацией клеток микроба и 

образованием им биопленок, а также с распознаванием па-

тогена иммунной системой человека через рецептор TLR5 

[18]. Кроме того, недавно была установлена прямая связь 

между регуляцией синтеза жгутиков и выработкой клетками 

C. difficile токсинов [19]. Жгутики C. difficile кодируются тремя 

оперонами: F1, F2 и F3. Gupta et al., исследуя функцию генов 

данных оперонов, подтвердили важную роль жгутиков в под-

вижности C. difficile, в агрегации их клеток, образовании 

биопленок, адгезии и распознавании их иммунной системой 

человека через рецептор TLR5 [20]. 

Важными структурами клеточной стенки C. difficile явля-

ются пептидогликановый слой и полисахариды. 

Пептидогликан – основной компонент клеточной стенки, 

определяющий многие свойства патогена. В частности, он 

обуславливает высокую устойчивость C. difficile к лизоциму, 

одному из гуморальных факторов врожденного иммунитета. 

Эта устойчивость объясняется высоким содержанием в пеп-

тидогликане N-деацетилированных остатков Glc NAc в цепи 

гликана [21]. Изменения в структуре пептидогликана могут 

стать причиной устойчивости C. difficile к β-лактамным анти-

биотикам. Пептидогликан – основная мишень для иммунной 

системы человека и животных: он активирует макрофаги, 

инициирует активацию комплемента через альтернативный 

путь, стимулирует образование фактора некроза опухоли 

(TNF-α) и синтез антител. 

Рис. 2. Культура C. difficile на плотной питательной среде CCFA: A – под белым светом; Б – в ультрафиолетовом свете; В – отдель-

ные колонии с характерными лопастными краями (https://www.nist.gov/image/phil3647cdc-dr-holdemanjpg).

А Б В
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На поверхности клеточной стенки C. difficile можно обна-

ружить два типа полисахарида – PS-I и PS-II. Полисахарид 

PS-I встречается крайне редко, в то время как PS-II выявля-

ется у многих штаммов. Недавно полисахарид PS-II был хи-

мически синтезирован и предлагается исследователями в 

качестве потенциального протективного антигена при раз-

работке вакцины против КДИ [22].

Споруляция

Попадая в неблагоприятные условия (недостаток пита-

тельных веществ, аэробные условия), вегетативная клетка 

C. difficile способна образовывать споры, которые, благода-

ря высокой устойчивости к химическим и физическим фак-

торам, могут длительное время (несколько месяцев) сохра-

няться во внешней среде, представляя потенциальную опас-

ность для людей и животных. На рис. 3 представлена фото-

графия спор C. difficile и схема строения споры, состоящей 

из экзоспориума, наружной мембраны, кортекса, зародыше-

вой клеточной стенки и внутренней мембраны; в центре 

споры располагается ядро, сформированное ДНК (на схеме 

отсутствует). 

Процесс формирования споры в вегетативной клетке на-

чинается с деления ее с помощью перегородки на две асси-

метричные половины – большую (материнскую) и меньшую 

(дочернюю), каждая из которых содержит копию хромосомы. 

В меньшей половине клетки начинается формирование вы-

шеуказанных слоев споры. На стадии образования споры 

большая, материнская, половина поглощает меньшую. 

Здесь, в цитоплазме материнской клетки, происходит окон-

чательное созревание споры. После ее созревания материн-

ская клетка лизируется, спора освобождается и вместе с 

фекальными массами попадает во внешнюю среду, где она 

может находится в состоянии покоя до тех пор, пока не поя-

вятся благоприятные условия для ее прорастания [23]. В 

процессе споруляции C. difficile, на ее ранней стадии, важ-

ную, если не главную, роль играет ген, подобный гену 

SpoOA, контролирующему у Bacillus subtilis формирование 

спор. Показано, что штамм C. difficile с мутантным геном, 

аналогичным SpoOA, способен вызывать заболевание у 

мышей, но не способен формировать споры, долго перси-

стировать в организме мышей и заражать других животных 

[24].

В наружном слое оболочки спор идентифицировано три 

белка C. difficile: СofCB, CofD и CofE. Белки СofCB и CofD 

функционируют как марганцевые каталазы, а CofE – как 

бифункциональный белок с активностью пероксиредиксина 

и хитиназы, который, как полагают, играет роль в сборке 

оболочки споры посредством белка-мономера. Однако точ-

ная функция этих белков пока не выяснена [25].

При попадании в организм человека или животного 

споры C. difficile, благодаря высокой устойчивости к соляной 

кислоте и ферментам желудка, неповрежденными попадают 

в тонкий кишечник, где и происходит процесс их прораста-

ния. Прорастание спор начинается с их регидратации, вы-

свобождения катионов (H+, Na+, K+) и дипиколината кальция, 

что приводит к гидролизу слоя пептидогликана споры. С 

увеличением воды в споре происходит расширение ядра 

споры и увеличивается ее ферментативная активность. 

Ферменты прорастания у C. difficile изучены недостаточно, 

однако они хорошо охарактеризованы у C. perfringens. 

Такими ферментами являются белки SleB и CwIJ, известные 

как кортексические ферменты спор (SCLE). Белок CwIJ рас-

щепляет слои пептидогликана, механизм гидролитической 

активности SleB остается неизвестным. Имеются и другие 

ферменты, участвующие в прорастании спор C. perfringens – 

белки SlrC, SleM. Sebaitria et al. идентифицировали в геноме 

штамма C. difficile CD630 гены, гомологичные генам cwIJ и 

sleB B. subtilis 3563 и генам sleC C. perfringens CD0551 [26].

Важную роль в прорастании спор C. difficile in vivo играют 

индукторы – химические вещества различной природы. 

Показано, что индукторами прорастания спор могут высту-

пать желчные кислоты, желатин, таурохолат и гликолят. 

Например, нормальная физиологическая концентрация тау-

рохолата натрия в двенадцатиперстной кишке (6,9 ммоль) 

является благоприятной для прорастания спор C. difficile. 

Стимулирует прорастание спор C. difficile глицин, поверх-

ностно-активные вещества, лизоцим, пептидогликан, дипи-

колиновая кислота, аспарагин, глюкоза, фруктоза и калий. В 

активации процесса прорастания спор большое участие 

принимают описанные у C. difficile три сенсорных рецепто-

ра – GerA, GerB и GerK, расположенные на внутренней мем-

бране споры. Если прорастание споры началось, то процесс 

превращения ее в вегетативную клетку остановить невоз-

можно. Помимо индукторов прорастания спор в кишечном 

тракте присутствуют и ингибиторы прорастания. Одним из 

таких ингибиторов является препарат хемодезоксихолата, 

который предотвращает прорастание спор в присутствии 

таурохолата и холата. Другим ингибитором прорастания 

спор in vivo является холестирамин – производное желчных 

солей, отвечающий за удаление избытка солей желчных 

кислот из нижних отделов пищеварительного тракта [27]. 

Холестирамин, благодаря его ингибиторным свойствам, 

применяют для лечения КДИ. Однако лечебная эффектив-

ность холестирамина продолжает обсуждаться, поскольку 

его прием больными существенно увеличивает у них синтез 

желчных кислот (в 42–46 раз). Кроме того, холестирамин 

связывается с ванкомицином, снижая его антимикробную 

активность [28].

Факторы вирулентности

Штаммы C. difficile, возбудители КДИ, как правило, явля-

ются носителями значительного числа факторов вирулент-

ности, к которым относятся белки S-слоя, клеточные по-

верхностные белки, многочисленные ферменты и токсины 

(таблица). 

Тем не менее среди перечисленных факторов основную 

роль в патогенезе КДИ играют токсины, которые поврежда-

ют эпителиальные клетки толстой кишки и вызывают их ги-
Рис. 3. Строение споры C. difficile: А – схема; Б – электронно-

микроскопическое изображение [10].
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бель. У C. difficile описано три основных токсина: токсин А 

(TcdA – энтеротоксин), токсин B (TcdB – цитотоксин) и би-

нарный токсин CDT. Если первые два токсина (А и В) детек-

тируют у большинства клинических штаммов (одновременно 

оба или только один из двух), то бинарный токсин CDT 

встречается, по данным разных авторов, у 5–30% вирулент-

ных штаммов C. difficile [11]. Токсины А и В принадлежат к 

большому семейству клостридиальных токсинов (FCT), ак-

тивность которых направлена на гуанин-трифосфатазу, от-

ветственную за регуляцию актин-зависимых функций цито-

скелета клеток [36]. Токсины TcdA и TcdB – одноцепочечные 

белки с высокой молекулярной массой (250–308 kDa), в ко-

торых различают четыре функциональных домена, описыва-

емых как «ABCD-модель» токсина. На N-концевом участке 

токсина локализован ферментативно-активный домен А 

(«А» – enzymatic activity), отвечающий за гликозилирование 

белков энтероцитов. За доменом А следует домен С («С» – 

cutting) – протеаза, обеспечивающая автокаталитическое 

отщепление от молекулы токсина домена А. Домен D («D» – 

delivery) находится между доменами С и В и обеспечивает 

транслокацию молекулы токсина через мембрану эндосомы 

в цитоплазму энтероцита. После домена С следует домен В 

(«В» – binding), C-концевая часть которого отвечает за свя-

зывание токсина с рецепторами клеток-мишеней человека, 

а также за образование пор в их мембране. Рецептор-

связывающий домен состоит из 20–40 коротких, содержа-

щих от 20 до 50 аминокислот, олигопептидов, которые обе-

спечивают связывание токсина с липополисахаридами энте-

роцитов. Эти короткие повторяющиеся олигопептиды из-

вестны как CROPS-олигопептиды («CROPS» – the combined 

repetitive oligopeptides), структура которых специфична для 

отдельных изолятов C. difficile (рис. 4). 

Рецепторами токсина TcdA являются поверхностный 

белок сахароза-изомальтоза и поверхностный гликопротеин 

из семейства тепловых шоковых белков gp96 клеток-мише-

ней [30]. Для токсина TcdB рецепторами служат несколько 

белков энтероцитов: хондроитинсульфат протеогликан 4 

(CSPG4), NECTIN3 (мембранный белок, участвующий в об-

разовании межклеточных адгезивных контактов) и белки из 

семейства G-белковых рецепторов [29].

После взаимодействия с рецептором токсины проникают 

в клетку путем так называемого клатрин-зависимого эндо-

цитоза. Низкое рН содержимого эндосомы приводит к струк-

турной реорганизации токсинов и встраиванию гидрофоб-

ных участков TcdA и TcdB в мембрану эндосомы с последу-

ющей транслокацией доменов А и С в цитоплазму. В цито-

плазме домен А отщепляется от молекулы токсина и взаи-

Таблица. Факторы вирулентности C. difficile

Фактор вирулентности Механизм действия Результат действия фактора вирулентности Ссылка

Токсин TcdA
(энтеротоксин).
Токсин TcdB
(цитотоксин)

Глюкозилирование и инактивация системы Rho в 
энтероцитах толстой кишки. Повреждение межклеточных 
контактов энтероцитов, которое приводит к повышенной 
эпителиальной проницаемости. Повышенный синтез 
провоспалительных цитокинов интерлейкина-8 и 
интерферона-γ

Полимеризация актина, разрушение межклеточных 
соединений, гибель энтероцитов толстого кишечника. 
Токсичность TcdB в 100–1000 раз сильнее токсина TcdA

[29–31]

Бинарный токсин CDT Два отдельных олигопептида – компоненты А (CDT-А) и В 
(CDT-В). CDT-В способствует проникновению CDT-A в 
цитоплазму энтероцита. CDT-A – АДФ-
рибозилтрансфераза – переносит радикал АДФ-рибозы на 
молекулы актина эпителиальной клетки

Полная деградация актинового скелета энтероцитов, 
завершающаяся их гибелью. Повышенная патогенность 
C. difficile in vivo и in vitro

[32]

Биопленка Место накопления C. difficile совместно с многовидовым 
сообществом бактерий. Накопление токсинов и биомассы 
C. difficile, регулируемых системой сенсинг-кворум.
Накопление спор C. difficile

Длительная персистенция в организме. Снижение 
чувствительности C. difficile к антибиотикам

[33–35]

SlpA 
(белок A S-слоя)

Фибронектин-связывающий белок А. Молекулярные 
механизмы адгезии, которые не установлены

Повышенная адгезия патогена к слизистой оболочке 
кишечника

[33]

Cwp84 
(белок клеточной стенки 
C. difficile с мол. массой 
84 kDa)

Деградация нескольких внеклеточных белков матрикса 
(фибронектина, ламинина и витронектина). Образование 
более прочной биопленки у штаммов C. difficile, связанной 
с Cwp84

Повышение адгезии и колонизации C. difficile энтероцитов 
толстой кишки.
Увеличение вирулентности и адгезии патогена 
к энтероцитам, рецидив КДИ

[33]

Пили и жгутики Подвижность C. difficile, агрегация клеток, образование 
биопленок, адгезия и распознавание их иммунной системой 
человека через рецептор TLR5

Адгезия и колонизация патогеном кишечника хозяина 
и в образовании им биопленок

[16–21]

Споры Участие регулятора споруляции SpoOA в спорообразовании 
и формировании биопленки

Персистенция C. difficile в организме хозяина и во внешней 
среде, устойчивость к антимикробным препаратам, 
развитие рецидива КДИ

[23–27]

Рис. 4. Структура токсинов C. difficile [37].
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модействует с белками-мишенями цитоплазмы, инактивируя 

их активность. В основе повреждающего действия токсинов 

TcdA и TcdB лежит способность их, за счет гликозилирова-

ния, инактивировать так называемые Rho-белки клеток че-

ловека. Rho-белки представляют собой группу низкомолеку-

лярных ГТФ-связывающих белков, играющих важную роль в 

качестве регуляторов биологических процессов, обеспечи-

вающих функционирование актинового цитоскелета; кроме 

того, они участвуют в пролиферации, формообразовании и 

поляризации энтероцитов, в регулировании барьерных 

функций эпителиальных клеток толстого кишечника, фаго-

цитозе и продукции супероксид-анионов [30]. Инактивация 

А- и В-токсинами Rho-белков объясняет широкий спектр по-

вреждений эпителиальных клеток кишечника, отмечаемый у 

пациентов при КДИ.

Существует два механизма участия гликозилирующих А- 

и В-токсинов C. difficile в патогенезе инфекций. Первый ме-

ханизм связан с повреждением межклеточных контактов 

энтероцитов, которое приводит к повышенной эпителиаль-

ной проницаемости, что клинически проявляется диареей. 

При этом процессы восстановления проницаемости эпите-

лия и клеточная пролиферация энтероцитов ингибируются, 

поскольку гликозилированные Rho-белки, упомянутые 

выше, не выполняют свои функции, что приводит к гибели 

эпителиальных клеток путем апоптоза. Второй механизм 

участия токсинов А и В – это прямая активация инфламмо-

сомы нейтрофилов (белковый комплекс в нейтрофилах, ко-

торый запускает воспалительную реакцию при контакте 

клетки с бактериями и играет важную роль в системе врож-

денного иммунитета) гликозилированными Rho-белками, 

что приводит к повышенному синтезу провоспалительных 

цитокинов интерлейкина-8 и интерферона-γ и, как след-

ствие, к воспалению и поражению слизистой оболочки тол-

стой кишки [31].

Молекулярные механизмы токсического действия TcdA и 

TcdB практически не отличаются. Однако в опытах на куль-

турах клеток токсичность TcdB оказывается в 100–1000 раз 

сильнее токсина TcdA. Поэтому TcdA предложено было на-

звать энтеротоксином, а TcdB – цитотоксином [29]. В опытах 

с изогенными штаммами C. difficile было показано, что 

штамм, продуцирующий только токсин TcdB, способен 

также, как и дикий штамм, продуцирующий оба токсина, вы-

зывать заболевание и гибель хомяков. Изогенный штамм, 

продуцирующий только токсин TcdA, тоже вызывал у зара-

женных хомяков колит, однако летальность среди них была 

существенно ниже, чем у хомяков, зараженных штаммом, 

продуцирующим токсин TcdB. В этих опытах было продемон-

стрировано также синергидное действие токсинов А и В. 

Следовательно, оба токсина являются важными факторами 

патогенеза КДИ, однако токсин TcdB, по всей вероятности, 

связан с более тяжелым течением инфекции [38].

Бинарный токсин C. difficile CDT, как указывалось выше, 

продуцируется клиническими штаммами реже, чем токсины 

TcdA и TcdB: по разным данным, его продуцируют 5–30% 

штаммов. Считается, что синтез бинарного токсина CDT 

указывает на высокую вирулентность штамма. Особенность 

данного токсина заключается в том, что он продуцируется не 

в виде одной белковой цепи, как TcdA или TcdB, а в виде 

двух отдельных олигопептидов – компонентов А (CDT-А) и В 

(CDT-В), посттрансляционно объединяющихся в одну моле-

кулу. Компонент CDT-В с молекулярной массой 100 kDa 

взаимодействует с рецептором энтероцитов толстой кишки – 

липолиз-стимулируемым липопротеиновым рецептором 

(lipolysis-stimulated lipoprotein receptor/LSR) – и способствует 

проникновению CDT-A в цитоплазму энтероцита путем ре-

цептор-зависимого эндоцитоза. CDT-A с молекулярной мас-

сой 50 kDa является АДФ-рибозилтрансферазой, которая 

способна расщеплять молекулу внутриклеточного НАД на 

никотинамид и аденозиндифосфорибозу (АДФ-рибозу) и 

переносить радикал АДФ-рибозы на молекулы актина эпите-

лиальной клетки толстого кишечника. В результате АДФ-

рибозирования мономерного актина наступает полная де-

градация актинового скелета энтероцитов, завершающаяся 

их гибелью (рис. 5) [32]. 

Синтез TcdA и TcdB кодируется, соответственно, генами 

tcdA и tcdB, локализованными на хромосоме C. difficile в со-

ставе локуса патогенности PaLoc размером 19,6 т.п.н. 

Помимо генов tcdA и tcdB на этом локусе расположены гены 

tcdR, tcdE и tcdC, участвующие в регуляции синтеза обоих 

токсинов. Клинические штаммы C. difficile, как правило, в 

составе локуса PaLoc несут оба гена токсигенности – tcdA и 

tcdB, такие штаммы принято обозначать как А+В+. В случае, 

если в штамме детектируется один из генов tcdA или tcdB, 

штаммы обозначают как А+В- или А-В+ соответственно. У не-

патогенных C. difficile локус PaLoc отсутствует и гены токси-

нов не детектируются, такие штаммы обозначают как А-В-. В 

работе Brouwer et al. показано, что локус PaLoc может пере-

даваться, по крайней мере in vitro, от токсигенных к нетокси-

генным штаммам C. difficile, то есть локус патогенности 

PaLoc ведет себя как мобильный генетический элемент [40]. 

Поэтому нельзя исключить его участие в формировании 

токсигенных штаммов C. difficile и в их эпидемическом рас-

пространении [41–43].

Изучение генов tcdA и tcdB у разных штаммов C. difficile 

позволило установить различия в их нуклеотидных последо-

вательностях, которые могут быть вызваны либо точечными 

мутациями, либо делециями или инсерциями. Структурные 

различия генов tcdA и tcdB, детектируемые в разных штам-

Рис. 5. Механизм действия токсинов А, В и бинарного CTD 

C. difficile [39].
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мах, послужили основой для разработки схемы токсинотипи-

рования штаммов C. difficile. Для этой цели используют 

метод RFLP – определение полиморфизма длин рестрикци-

онных фрагментов нуклеотидных последовательностей 

генов tcdA и tcdB, наработанных в полимеразной цепной 

реакции. Исходя из разнообразия полиморфизма длин ре-

стрикционных фрагментов tcdA и tcdB, штаммам присваива-

ют номер токсинотипа (от 0 до 34). За нулевой токсинотип 

(0-токсинотип) принимают токсинобразующий (А+В+) эталон-

ный штамм C. difficile VPI10463, гены которого tcdA и tcdB не 

содержат мутаций. Штаммы C. difficile, аналогичные по ток-

синотипу с эталонным штаммом VPI10463, определяются 

как «невариантные» штаммы 0-токсинотипа. Все остальные 

штаммы C. difficile с измененными генами tcdA и tcdB обо-

значаются как вариантные. Вариантные номера токсиноти-

пов обозначаются римскими цифрами; на сегодня известны 

34 токсинотипа C. difficile (I–XXXIV) (рис. 6) [44, 45].

Гипервирулентные штаммы

Благодаря систематическому изучению принадлежности 

клинических штаммов C. difficile, выделяемых во многих 

странах, к определенным токсинотипам и риботипам иссле-

дователям удалось выявить среди них особую группу так 

называемых гипервирулентных штаммов патогена [47]. 

Было установлено, что штаммы этой группы, как правило, 

принадлежат к III токсинотипу и относятся к небольшому 

числу риботипов, таких как 027, 034, 075, 080 и 078. 

Гипервирулентные штаммы, в отличие от «обычных» неги-

первирулентных, имеют ряд характерных свойств: все они, 

помимо токсинов А и В, продуцируют бинарный CDT-токсин; 

имеют более короткий временной период начала споруля-

ции, благодаря чему количество спор гипервирулентных 

штаммов всегда превалирует над количеством спор не-

гипервирулентных; гипервирулентные штаммы в большем 

количестве и с более высокой скоростью вырабатывают 

токсины [48]. Повышенная инфекционность гипервирулент-

ных штаммов C. difficile была продемонстрирована в опытах 

на животных. Orozco-Aguilar et al. показали, что негипервиру-

лентный штамм C. difficile, которым была заражена большая 

часть экспериментальных мышей, постепенно был вытеснен 

и заменен гипервирулентным штаммом, носителем которого 

в группе были лишь единичные особи [49].

Одним из наиболее «успешных» и широко распростра-

нившихся по всему миру гипервирулентных штаммов 

C. difficile стали штаммы риботипа 027. Впервые штаммы 

этого риботипа были выделены в Канаде в 2007 г. В после-

дующие 15 лет риботип 027 распространился по всему миру; 

для США штаммы этого риботипа стали эндемичными [50, 

51]. Штаммы риботипа 027 образуют все три типа токсинов: 

TcdA, TcdB и бинарный токсин CDT, причем токсины TcdA и 

TcdB они продуцируют в большем количестве, нежели 

«обычные» негипервирулентные штаммы C. difficile. 

Повышенная продукция токсинов штаммами риботипа 027, 

как показали исследования, связана с мутацией в гене-регу-

ляторе tcdC [52]. Штаммы риботипа 027 обычно ассоцииру-

ются с тяжелыми случаями КДИ, высокой частотой рециди-

вов болезни и повышенным уровнем смертности [53]. Другим 

примером гипервирулентных штаммов являются штаммы 

риботипа 078, часто встречающиеся в странах Европы. 

Штаммы этого риботипа демонстрируют такую же гиперпро-

дукцию токсинов, как и штаммы риботипа 027 [54].

Адгезия и биопленкообразование

Помимо токсинов, играющих ведущую роль в патогенезе 

КДИ, большое внимание уделяется исследователями вопро-

сам адгезии и формированию патогеном поверхностно-ас-

социированных микробных сообществ – биопленок. 

Изучение этих процессов весьма актуально, в том числе и 

для выяснения причин рецидивов болезни, нередко случаю-

щихся у переболевших КДИ. В последние годы важная роль 

в адгезии и колонизации C. difficile установлена для таких 

клеточных компонентов, как фибронектин-связывающий 

белок А, высоко- и низкомолекулярные белки S-слоя (SLP-

белки), а также белки клеточной стенки Cwp86 и Cwp84, 

хотя молекулярные механизмы адгезии и колонизации C. 

difficile пока окончательно не установлены [33]. C. difficile, 

как и многие другие возбудители хронических рецидивиру-

ющих инфекций, таких как кариес, пародонтит, инфекции 

мочевыводящих путей и легких, болезнь Крона и др., спо-

собны образовывать на слизистой кишечника биопленки, 

состоящие из клеток патогена, погруженных во внеклеточ-

ные полимерные субстанции (матрикс), состоящие в основ-

ном из белков, ДНК и полисахаридов. Об участии этих кле-

точных компонентов в образовании биопленок свидетель-

ствуют эксперименты, в которых было продемонстрирова-

но, что обработка культуры C. difficile протеиназой К и 

ДНКазой I приводит к ингибированию образования и дегра-

дации уже сформированных биопленок. С помощью окра-

шивания биопленок антителами против поверхностного по-

лисахарида РS-II C. difficile доказано его присутствие в ма-

триксе биопленки [34]. 

Активное участие в формировании биопленок принимает 

цистеиновая протеаза Cwp84, отвечающая за образование 

S-слоя у клеток C. difficile. Показано, что изогенный штамм 

C. difficile с дефектным геном сwp84 имеет такую же ско-

рость роста в бульоне, как и дикий (родительский) штамм, 

Рис. 6. Геномная организация локуса PaLoc C. difficile: A – PaLoc 

0-токсинотипа; B – минорные токсинотипы; C – основные ток-

синотипы [46].
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однако этот мутант не способен формировать биопленки 

[35]. Полученные результаты указывают на прямое участие 

S-слоя и входящих в него Cwp-белков в формировании био-

пленки. Предполагается также, что на поздней стадии фор-

мирования биопленок принимают участие жгутики C. difficile 

[55]. Важная роль в образовании биопленки клетками 

C. difficile принадлежит также одному из основных модулято-

ров кворум-сенсинга – аутоиндуктору AI-2. Показано, что 

мутант по гену luxS, кодирующему синтез AI-2, не способен 

образовывать биопленок, что позволяет предположить, что 

система кворум-сенсинга, опосредованная геном luxS, 

важна для образования биопленок [56].

Процесс споруляции у C. difficile также тесно связан с био-

пленкообразованием. Показано, что мутанты по гену, анало-

гичному гену SpoOA, гену-регулятору споруляции, не спо-

собны образовывать биопленок; у таких мутантов были су-

щественно снижены адгезивные свойства, из чего следует, 

что фактор SpoOA, скорее всего, принимает участие на 

ранней стадии формирования биопленок. Здесь же следует 

заметить, что фактор SpoOA связан также и с продукцией 

токсинов клетками C. difficile, хотя эта связь до сих пор в 

полной мере не ясна. Предполагается, что регулон SpoOA 

способен действовать как генетический переключатель, за-

пуская, в зависимости от стрессовой ситуации, в которой 

находится патоген, либо процесс споруляции, либо пленкоо-

бразования, или образование токсинов. Например, при не-

достатке питательных веществ фактор SpoOA индуцирует 

образование спор, которые могут стать основной частью 

зрелой биопленки [34]. На рис. 7 представлена гипотетиче-

ская модель развития биопленки у C. difficile.

Формирование патогенами биопленок обеспечивает им 

защиту и выживание в неблагоприятных условиях среды 

обитания, например защиту от антибиотиков, кислородного 

стресса, ксенобиотиков и других вредных факторов. Важно 

отметить, что биопленки обеспечивают защиту клеток пато-

гена от губительного действия иммунной системы макроор-

ганизма [34]. Устойчивость к антибиотикам бактерий, нахо-

дящихся в биопленках, например Staphylococcus aureus, 

может возрастать от 10 до 100 раз по сравнению с планктон-

ными формами того же микроба. В то же время нужно иметь 

в виду, что субингибирующие концентрации антибиотиков 

стимулируют образование биопленок, как это было показа-

но для Escherichia coli и Pseudomonas aeruginosa [58]. Клетки 

C. difficile, защищенные матриксом биопленки, также были 

более устойчивы к высоким концентрациям ванкомицина 

(20 мг/л), нежели планктонные формы патогена. 

Субингибирующие и ингибирующие концентрации ванкоми-

цина (0,25 и 0,5 мг/л) стимулировали формирование биопле-

нок [59]. Таким образом, два генетически детерминирован-

ных видовых признака C. difficile, споруляция и биопленко-

образование, обеспечивают патогену повышенную выжива-

емость и длительное персистирование в организме челове-

ка. Оба эти признака с большой вероятностью имеют отно-

шение к случаям рецидивов инфекции у людей, первично 

переболевших КДИ. 

Геном C. difficile

Биоинформатический анализ полногеномных сиквенсов 

штаммов C. difficile свидетельствует о пластичности и моза-

ичности их геномов. Величина генома патогена составляет 

4,3 × 106 п.н., содержание ГЦ оснований составляет 26–28%. 

Геном C. difficile существенно больше (на 42%), чем геномы 

близкородственных клостридиальных видов, C. bifermentas 

и C. sfricklandiig, и больше, чем у многих видов бактерий 

группы Firmicutes [60].

У C. difficile значительную долю генома (11%) занимают 

мобильные генетические элементы (МГЭ), среди которых 

идентифицированы плазмиды, профаги, геномные острова, 

транспозоны (Tn), инсерционные последовательности (IS), 

интерферирующие элементы sigK, интегроны, а также 

CRISPR-Cas-элементы [61].

Большинство свойств C. difficile ассоциированы с хромо-

сомными генами, которые определяют химический состав, 

структуру и организацию клетки, ее метаболизм, пролифе-

рацию и адаптацию патогена к месту обитания; они контро-

лируют процессы споруляции, прорастания спор, адгезию 

патогена, образование им биопленки и другие внутрикле-

точные события, которые и обеспечивают популяции выжи-

вание и персистирование в микробиоме кишечника челове-

ка и животных, во внешней среде. Мобильные генетические 

элементы также играют важную роль в жизни C. difficile, во 

многом определяя изменчивость и эволюцию патогена, его 

устойчивость к стрессовым факторам. МГЭ C. difficile неред-

ко являются носителями генов устойчивости к антимикроб-

ным препаратам, существенно затрудняющим лечение КДИ.

Изменения в геноме C. difficile могут происходить либо за 

счет перемещения (транспозиции) МГЭ, например IS- или 

Tn-элементов, из одного места хромосомы в другое, либо 

путем передачи МГЭ, например плазмид, из одной клетки 

C. difficile в другую. Следствием таких структурных измене-

ний в геноме может стать появление новых свойств либо, 

напротив, утрата каких-либо признаков клеткой. В случае, 

если новые признаки окажутся полезными для клетки, они 

могут наследоваться в последующих поколениях.

Плазмиды C. difficile 

Плазмидные ДНК сравнительно часто встречаются в 

клетках C. difficile. По разным данным, в 13–36% изолятов 

детектируют хотя бы одну плазмиду; некоторые штаммы 

могут иметь сразу несколько (4–6) плазмид [61–64]. У 5% 

изолятов C. difficile, выделяемых от человека и животных, 

обнаруживают криптические плазмиды [60]. Плазмиды Рис. 7. Модель развития биопленки C. difficile [57].
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C. difficile весьма гетерогенны, различаются между собой 

величиной, структурой, генетическими маркерами, способ-

ностью к передаче, принадлежностью к семейству, к группе 

несовместимости и другими свойствами [61]. Молекулярная 

масса плазмид C. difficile, как правило, не превышает 50 kb, 

большие плазмиды (100 Kb и более) встречаются редко. 

Подавляющее большинство плазмид C. difficile неконъюга-

тивные, однако часть неконъюгативных плазмид, за счет 

мобилизации другими плазмидами, способна передаваться, 

другая часть – не мобилизуется и не передается. 

Конъюгативные плазмиды у C. difficile детектируют редко. 

Различаются плазмиды по степени распространения: наи-

более часто у C. difficile встречаются плазмиды семейств 

CD-3, CD-6 и CD-630. Особенностью плазмид C. difficile явля-

ется их высокая специфичность: они редко встречаются у 

бактерий других клостридиальных видов [65].

Плазмиды C. difficile, как и плазмиды других видов микро-

организмов, нередко являются носителями детерминант 

устойчивости к антимикробным препаратам. У C. difficile об-

наружена плазмида pCD-METRO, кодирующая устойчивость 

микроба к метронидазолу, препарату, используемому при 

лечении КДИ [60]. Описана плазмида с геном cfrC метил-

трансферазы 23SpPHK, придающая устойчивость патогену к 

монозолиду, активному в отношении многих грамположи-

тельных бактерий, включая Clostridium sрр., и к фениколу, 

активному против грамотрицательных бактерий [66]. 

Детектированы также плазмиды, ассоциированные с толе-

рантностью и устойчивостью C. difficile одновременно к ме-

тронидазолу и ванкомицину [61].

Как известно, гены, детерминирующие синтез главных 

токсинов C. difficile, TcdA, TcdB и бинарного токсина CDT, 

обычно локализованы на хромосоме в составе острова пато-

генности PaLoc. Однако в 2018 г. при анализе нуклеотидных 

последовательностей геномов C. difficile была обнаружена 

большая (145 kb) плазмида pHSJD-312 с генами монотокси-

на TcdB и бинарного токсина CDT; на плазмиде также были 

локализованы гены системы четвертого типа секреции 

(T4SS). Важно заметить, что плазмидно-кодируемый белок 

токсина TcdB по аминокислотному составу во многом иден-

тичен токсину TcdB эпидемического штамма C. difficile рибо-

типа 027, но имеет различия в своем гликозилтрансфераз-

ном домене. Плазмида pHSJD-312 на сегодняшний день яв-

ляется единственной конъюгативной плазмидой, обнаружен-

ной у C. difficile, которую можно считать плазмидой виру-

лентности возбудителя псевдомембранозного колита. 

Благодаря своей конъюгативности плазмида pHSJD-312, по 

всей вероятности, способна участвовать в формировании 

новых токсигенных штаммов C. difficile. В заключение следу-

ет отметить, что ареал распространения и природные резер-

вуары плазмид C. difficile неизвестны [67].

Транспозоны C. difficile

У C. difficile различают два типа транспозонов: конъюга-

тивные (CTns) и мобилизуемые (MTns). CTns, называемые 

также интегративными конъюгативными элементами (ICE), 

являются генетическими локусами, способными переносить 

себя из клетки-донора в клетку-реципиент с помощью меха-

низма, подобного конъюгации. В отличие от плазмид, Tn-

элементы обычно не содержат кодонов начала репликации, 

поэтому для выживания они должны быть интегрированы в 

репликон хозяйской клетки. Мобилизуемые транспозоны 

MTns также могут передаваться по механизму, подобному 

конъюгации, но поскольку эти элементы не имеют генов, 

кодирующих этот процесс, они используют для этого гены 

конъюгативных транспозонов CTns или конъюгативных 

плазмид, присутствующих в этой же клетке. Биоинформа-

тический анализ геномов C. difficile показал, что в их гено-

мах присутствует множество предполагаемых CTns- и MTns-

элементов, часть из которых способны к конъюгативному 

переносу. Tn-элементы, помимо генов, обеспечивающих их 

интеграцию в геном, эксцизию или конъюгацию, могут со-

держать также гены, способствующие выживанию C. difficile 

в экстремальных условиях среды обитания [68]. Несмотря на 

значительное количество Tn-элементов, обнаруживаемых в 

штаммах C. difficile, подробно исследованы лишь некоторые 

из них. Наиболее изученным является конъюгативный транс-

позон Tn5397, способный передаваться между штаммами C. 

difficile, а также между клетками C. difficile, Bacillus subtilis и 

Enterococcus faecalis. Транспозон Tn5397 имеет размер 

21 kb, может встраиваться только в строго определенные 

локусы хромосомы C. difficile. Этот транспозон является но-

сителем генов устойчивости к тетрациклину [69].

В клетках C. difficile детектирован также транспозон 

Tn916, весьма схожий по своим свойствам с транспозоном 

Tn5397, он так же несет гены резистентности к тетрацикли-

ну, однако, в отличие от Tn5397, может встраиваться во 

множество сайтов хромосомы C. difficile. По этой причине 

Tn916 используют в качестве инструмента в генетических 

исследованиях C. difficile для получения мутантов и клониро-

вания генов патогена [70].

В штамме C. difficile W1 идентифицированы транспозоны 

Tn4453a и Tn4453b, которые придают штамму устойчивость 

к хлорамфениколу [71]. Эти транспозоны генетически близ-

ки к мобилизуемому транспозону Tn4451 C. perfringens. 

Описан транспозон Tn5398, который придает штаммам 

C. difficile устойчивость одновременно к макролидам, линко-

мицину и стрептограмину. Этот транспозон способен пере-

даваться между штаммами C. difficile, а также от C. difficile к 

представителям гетерологичных видов – B. subtilis и S. aureus 

[72].

Клетки C. difficile содержат также мобильный генетиче-

ский элемент skin Cd, идентифицированный как профагопо-

добная последовательность, интегрированная в ген sigK. 

Вырезание этого элемента из гена sigK спорулирующейся 

материнской клетки приводит к выработке сигма-фактора К, 

необходимого для каскада споруляции [73].

Бактериофаги C. difficile

Штаммы C. difficile в своих геномах могут содержать гены 

умеренных (лизогенных) бактериофагов. Показано, что про-

фаги фCD119, фCD27 и фCD38-2 способны повышать или 

понижать выработку клетками C. difficile токсинов путем 

прямого связывания с регуляторным геном tcdR в локусе 

PaLoc [74]. V.Kreis et al. продемонстрировали передачу с по-

мощью трансдуцирующего бактериофага ФС2 гена устойчи-

вости к тетрациклину, находящегося в составе конъюгатив-

ного транспозона, из одного штамма C. difficile в другой. Это 

был первый эксперимент, продемонстрировавший возмож-
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ность распространения генов антибиотикорезистентности 

среди C. difficile с помощью бактериофага [75]. Нельзя ис-

ключить возможность переноса фагами и других генов, в 

том числе генов токсинообразования.

Геномные острова C. difficile

Особый интерес представляют данные, свидетельствую-

щие о возможном переносе между штаммами C. difficile ге-

номного острова PaLoc, на котором локализованы гены 

токсинов TcdA и TcdB. PaLoc, по мнению исследователей, 

обладает свойствами мобильного генетического элемента, 

поскольку постоянно располагается на одном и том же 

месте хромосомы токсигенных штаммов C. difficile, а в не-

токсигенных штаммах место локализации PaLoc занимает 

некодирующая последовательность (115 п.н.). Показано, что 

PaLoc переносится, как правило, совместно с конъюгатив-

ными транспозонами CTns: в трансконъюгатах, содержащих 

PaLoc, почти всегда присутствует неселектируемый CTn, что 

указывает на связь переноса PaLoc и CTn [76]. Важно отме-

тить, что вновь приобретенные с помощью переноса PaLoc 

гены токсинов экспрессировались в ранее нетоксигенном 

штамме C. difficile CD37 [40]. Полученные результаты свиде-

тельствуют о возможности превращения нетоксигенного 

штамма C. difficile в токсигенный. Этот факт необходимо 

учитывать при реализации предложений клиницистов по ис-

пользованию нетоксигенных штаммов C. difficile в терапии 

КДИ. В этой связи весьма необходимы исследования по из-

учению молекулярных механизмов, обуславливающих пере-

дачу острова PaLoc среди C. difficile.

Приведенные выше краткие сведения о мобильных гене-

тических элементах свидетельствуют об их влиянии на пла-

стичность генома и на биологические свойства C. difficile. 

Внутригеномные перестройки, вызываемые МГЭ, их влия-

ние на обмен генетической информацией между клетками 

C. difficile, по всей вероятности, являются одним из факторов 

изменчивости и эволюции возбудителя КДИ, а также адапта-

ции его к условиям пребывания.

Устойчивость к антимикробным препаратам

Распространение КДИ среди людей и животных тесно 

связано с широким использованием антибиотиков и других 

химиопрепаратов в клинической практике медицины и вете-

ринарии. Поэтому не удивительно, что выделяемые от боль-

ных пациентов и животных штаммы C. difficile часто оказы-

ваются устойчивыми к антимикробным препаратам (АМП). 

Особенно острой проблема антибиотикорезистентности 

C. difficile стала после появления устойчивых к АМП гиперви-

рулентных штаммов эпидемических риботипов, таких как 

риботип 027, возникновение и распространение которого 

ассоциируют с чрезмерным использованием в медицине 

препаратов группы фторхинолонов [77]. Результаты иссле-

дований антибиотикорезистентности C. difficile показывают, 

что наиболее часто клинические штаммы устойчивы к ци-

профлоксацину, эритромицину и цефалоспоринам 2-го по-

коления (цефуроксиму, цефаклору и др.). Менее устойчивы 

C. difficile к цефалоспоринам 3-го поколения (цефотаксиму, 

цефтриаксону, цефтазидиму и др.) и фторхинолонам 4-го 

поколения (моксифлоксацину) [78]. Доля устойчивых штам-

мов C. difficile к тетрациклину варьирует в разных странах от 

2 до 42% [79]. Brajerovaa et al. проанализировали устойчи-

вость C. difficile различных риботипов к метронидазолу, мок-

сифлоксацину и рифампину. Они установили, что спектр 

резистентности C. difficile зависел не только от принадлеж-

ности штамма к риботипу, но и от региона его выделения: 

риботипы, циркулирующие, например, в Европе, имели 

спектр устойчивости к антимикробным препаратам другой, 

нежели риботипы C. difficile, изолированные в регионе 

Дальнего Востока [80].

У клинических штаммов C. difficile детектирован ряд 

генов, предположительно β-лактамаз, обусловливающих 

устойчивость их к β-лактамным антибиотикам [81]. Описаны 

также гены, кодирующие рибосомальные метилазы, обеспе-

чивающие устойчивость C. difficile к макролидам, в частно-

сти к эритромицину; авторы работы отмечали широкое рас-

пространение этой группы генов среди C. difficile [81 78]. На 

хромосоме C. difficile выявлена область мутации QRDR, ко-

торая ассоциируется с устойчивостью штаммов к фторхино-

лонам [82]. Heidari et al. сообщили, что устойчивость C. difficile 

к тетрациклину может быть обусловлена не только геном 

tetM, но и геном tetW, встречающимся в штаммах человека 

и животных [83]. Freeman et al. показали, что устойчивость к 

хлорамфениколу у C. difficile связана с присутствием у них 

гена cstD, который кодирует хлорамфеникол-ацетилтранс-

феразу, этот ген может быть локализован на транспозоне 

[84].

Патогенез заболевания

КДИ начинает развиваться после попадания возбудителя 

из внешней среды в желудок человека или животного. 

Большинство вегетативных клеток, как показывают экспе-

риментальные данные, в кислой среде желудка погибают 

[85]. Однако споры C. difficile, благодаря устойчивости к кис-

лой среде, проходят через него и адгезируются в тонком 

кишечнике. Здесь, в благоприятных для них условиях и при 

сниженной конкуренции со стороны нормальной кишечной 

микробиоты, споры C. difficile при воздействии желчных кис-

лот, в частности таурохолевой кислоты, быстро прорастают 

и, в виде вегетативных клеток, мигрируют в толстую кишку, 

наиболее частое место локализации инфекционного процес-

са (рис. 8А). 

Попав в толстый кишечник, C. difficile экспрессирует ряд 

факторов вирулентности: жгутики и фимбрии, способствую-

щие движению и прикреплению бактерий к слизистой ки-

шечника; протеолитические и гидролитические ферменты, 

нарушающие слизистый барьер кишечника; белки клеточ-

ной стенки Cwp66, способствующие адгезии C. difficile к эн-

тероцитам; антифагоцитарная капсула (S-слой), препятству-

ющая опсонизации и поглощению патогена полиморфноя-

дерными лейкоцитами. Как только C. difficile локализуется 

на слизистой толстой кишки, бактерии начинают продуциро-

вать токсины СdtA, CdtB и, в ряде случаев, бинарный CDT-

токсин. Показано, что токсин CdtA (энтеротоксин) вызывает 

воспаление слизистой толстой кишки и индуцирует секре-

цию жидкости в кишечнике. Именно с токсическим действи-

ем CdtA связывают развитие водянистой диареи у больных 

КДИ. Токсин CdtB (цитотоксин) является основной причиной 

гибели эпителиальных клеток кишечника. В то же время по-

вышенная продукция этого токсина может привести к пора-
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жению других (кроме кишечника) органов и систем, напри-

мер сердечно-сосудистой. Основная мишень бинарного ток-

сина CDT – актиновые волокна эукариотических клеток, 

включая энтероциты и фагоцитирующие клетки. Вследствие 

деградации актинового скелета клеток они либо погибают, 

либо теряют свои функции (например, макрофаги под дей-

ствием CDT теряют свою фагоцитирующую способность). 

Другой механизм патогенетического действия CDT связан с 

его прямым влиянием на процессы иммунного ответа эука-

риотических клеток: CDT приводит к стимуляции воспали-

тельной реакции, опосредованной Toll-like рецептором 2, 

вследствие снижения количества эозинофилов, обуславли-

вающих контроль за процессами воспаления [86]. 

Патофизиологические и патоморфологические наруше-

ния, вызванные токсинами C. difficile, усугубляются влияни-

ем их на активность иммунной системы макроорганизма. В 

частности, токсины CdtA и CdtB индуцируют выработку ре-

зидентными макрофагами и моноцитами цитокинов: факто-

ра некроза опухоли-α (TNF-α) и интерлейкинов IL-1 и IL-6. 

Будучи провоспалительными цитокинами, TNF-α, IL-1, IL-6 

вызывают интенсивную миграцию нейтрофилов к месту ло-

кализации патогена. Миграции нейтрофилов к месту воспа-

ления способствует и IL-8, вырабатываемый макрофагами 

под действием токсинов C. difficile. Нейтрофильная инфиль-

трация слизистой является отличительной особенностью 

энтероколита, вызываемого C. difficile (рис. 8Б, 8Г).

Инфильтрация слизистой нейтрофилами способствует 

повышенной ее проницаемости и нарушению целостности 

межклеточных соединений, что приводит к разрушению 

цитоскелетных структур (актина) в энтероцитах. В тяжелых 

случаях течения болезни на внешней поверхности слизи-

стой толстой кишки возникают псевдомембраны, состоя-

щие из гнойного фибринозного экссудата и иммунных кле-

ток [87].

Заключение

Биологические особенности C. difficile, возбудителя анти-

биотик-ассоциированной диареи и псевдомембранозного 

колита, такие как наличие S-слоя, способность к образова-

нию спор и формированию биопленок, позволяют патогену 

длительно персистировать в организме человека и сохра-

няться в неблагоприятных условиях внешней среды. Эти 

свойства представляют потенциальную опасность для имму-

нокомпрометированных лиц и лиц, находящихся на стацио-

нарном лечении и подвергающихся (или подвергавшихся 

ранее) интенсивной антибиотикотерапии.

Основными факторами вирулентности C. difficile являются 

TcdA, TcdB и бинарный CDT-токсин, вызывающие пораже-

ние толстого кишечника и развитие тяжелых форм диареи и 

псевдомембранозного колита. Особую опасность для чело-

века представляет группа гипервирулентных эпидемически 

успешных штаммов C. difficile риботипов 027, 078, 075 и др., 

синтезирующих повышенные количества всех трех токсинов 

и вызывающих особо тяжелые формы КДИ.

В геноме C. difficile может присутствовать большое коли-

чество мобильных генетических элементов (плазмиды, бак-

териофаги, транспозоны и др.), способствующих обмену ге-

нетической информацией между C. difficile и быстрой адап-

тации патогена к условиям его обитания.

Среди штаммов C. difficile, возбудителей КДИ, часто де-

тектируют устойчивые к антибиотикам варианты патогена, в 

том числе устойчивых к β-лактамам, фторхинолонам, макро-

лидам, тетрациклинам, хлорфениколу и рифампицину. 

Встречаются штаммы, резистентные к ванкомицину и ме-

тронидазолу – препаратам, часто используемым для эффек-

тивного лечения КДИ. Распространение антибиотикорези-

стентности среди C. difficile нацеливает исследователей на 

поиски новых, альтернативных антибиотикам путей лечения 

КДИ.

Уникальные биологические особенности возбудителя 

КДИ, описанные в обзоре, свидетельствуют о весьма высо-

ком патогенном его потенциале и о больших трудностях в 

организации противоэпидемических мероприятий против 

этой инфекции и ее лечении.
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Обнаружение энтерококков в воде: 
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Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Безопасность питьевой воды – один из самых актуальных вопросов, стоящих перед санитарными службами и органи-
зациями системы здравоохранения всего мира. В соответствии с современными требованиями к безопасности воды 
по санитарно-микробиологическим показателям, приведенными в новых СанПиН 1.2-3685-21, введен обязательный 
контроль содержания в ней энтерококков. Действующими нормативно-методическими документами регламентирован 
алгоритм обнаружения энтерококков в воде различных источников. Цель данной работы – анализ действующей нор-
мативно-методической базы, регулирующей использование питательных сред для выявления и подтверждения энте-
рококков, а также возможности обеспечения лабораторий, проводящих микробиологический анализ воды, отече-
ственными питательными средами. 
В работе также рассмотрены вопросы таксономии энтерококков, распространения в окружающей среде, их роли как 
возбудителей инфекций, возникновения лекарственно-устойчивых штаммов. Проведенный анализ действующих нор-
мативно-методических документов и каталогов продукции отечественных производителей питательных сред показал, 
что в России налажен промышленный выпуск всего перечня рекомендуемых питательных сред, за исключением хро-
могенных и флуорогенных. 
Ключевые слова: энтерококки, методы выявления и подтверждения, питательные среды
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Drinking water safety is one of the most pressing issues facing sanitation services and public health organizations around the 
world. In accordance with modern requirements for water safety in terms of sanitary and microbiological indicators given in the 
new SanPiN 1.2-3685-21, mandatory control of the content of enterococci in it has been introduced. The current regulatory and 
methodological documents regulate the algorithm for detecting enterococci in water from various sources. The purpose of this 
work is to analyze the current regulatory and methodological framework governing the use of nutrient media for the detection 
and confirmation of enterococci, as well as the possibility of providing laboratories conducting microbiological water analysis 
with domestic nutrient media. The paper deals also with the taxonomy of enterococci, distribution in the environment, their role 
as pathogens of infections, the emergence of drug-resistant strains. The analysis of the current normative and methodological 
documents and product catalogs of domestic manufacturers of nutrient media showed that there is launched the industrial 
production of almost the entire list of recommended nutrient media in Russian Federation, with the exception of chromogenic 
and fluorogenic media.
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Б
езопасность питьевой воды – один из самых актуаль-

ных вопросов, стоящих перед санитарными службами 

и организациями системы здравоохранения всего мира. 

Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) дает опре-

деление безопасной и доступной воды как важного факто-

ра здоровья людей, независимо от того, используется ли 

она для питья, бытовых нужд, приготовления пищи или 

рекреационных целей [1]. Безопасность воды определяется 

химической, радиационной и эпидемической безопасно-

стью. Эпидемическая безопасность оценивается по сани-

тарно-микробиологическим и паразитологическим показа-

телям. Санитарно-микробиологические показатели направ-

лены на выявление в исследуемом образце микроорганиз-

мов, имеющих непосредственную связь с человеческим 

организмом [2].

Учитывая актуальность проблемы безопасности воды, в 

2010 г. Генеральная Ассамблея ООН приняла резолюцию, в 

которой признала «право на безопасную и чистую питьевую 

воду и санитарию как право человека, имеющее существен-

но важное значение для полноценной жизни и полного осу-

ществления всех прав человека» [3]. Согласно приведенным 

в резолюции данным, в настоящее время около 884 млн 

людей не имеют необходимого доступа к безопасной питье-

вой воде, а более 2,6 млрд – к водопроводной. Около 1,5 млн 

детей до пяти лет ежегодно умирают от болезней, связанных 

с употреблением непригодной для питья воды. 

В нашей стране с 2018 г. реализуется национальный про-

ект «Экология», а в его рамках – федеральный проект 

«Чистая вода», которые направлены на повышение каче-

ства питьевой воды для населения, в т.ч. для жителей насе-

ленных пунктов, не оборудованных современными система-

ми централизованного водоснабжения, а также на экологи-

ческое оздоровление водных объектов [4].

В Государственном докладе «О состоянии санитарно-эпи-

демиологического благополучия населения в Российской 

Федерации в 2020 году» отмечено, что результатом выполне-

ния проектов в 2020 г. стало достоверное снижение удельного 

веса проб воды, не соответствующих гигиеническим нормати-

вам по микробиологическим показателям – на 11,40 и 50,54% 

по сравнению с 2018 и 2011 гг. соответственно. Качество пи-

тьевой воды и присутствие в ней различных химических ве-

ществ, микробиологических и паразитологических агентов 

вероятностно способствовали формированию 9,24 случая 

смерти на 100 тыс. всего населения, что составляет 0,75% от 

показателя общей смертности, и дополнительных случаев за-

болеваний: 938,07 случая на 100 тыс. всего населения и 1 

898,17 случая на 100 тыс. детского населения [5]. 

Для повышения безопасности и качества воды научно 

обоснованы и гармонизированы с международными требо-

ваниями санитарно-микробиологические обязательные по-

казатели безопасности питьевой воды централизованного 

водоснабжения (обобщенные колиформные бактерии, 

Escherichia coli) и энтерококки в новых санитарных правилах 

и нормах СанПиН 1.2.3685-21 [6].

В соответствии с требованиями СанПиН 1.2.3685-21 с 

1 января 2022 г. введено обязательное исследование на на-

личие энтерококков при определении качества и безопас-

ности питьевой воды, воды поверхностных водных объектов 

и обеззараженных сточных вод, допустимых к сбросу в по-

верхностные водные объекты. Ранее энтерококки рекомен-

довалось определять только при превышающем нормативы 

уровне общих колиформных бактерий с низким числом 

E. coli (<50–100 КОЕ в 100 мл воды), а также в случаях несо-

ответствия оценки качества воды по основным показателям 

и санитарной ситуации на водных объектах.

Введение данного показателя в качестве индикатора фе-

кального загрязнения воды обусловлено способностью энте-

рококков к более длительному выживанию в водной среде 

по сравнению с E. coli или термотолерантными колиформны-

ми бактериями, их большей устойчивостью к высыханию и 

хлорированию, а также распространением антибиотико-

устойчивых штаммов энтерококков, вызывающих тяжелые 

инфекции [7, 8]. 

Методология выявление энтерококков в воде регламенти-

рована нормативными документами. На сегодняшний день 

действуют ГОСТы и методические указания, описывающие 

технику проведения исследования [9–13]. Среди них ГОСТ 

33463.6-2016 по методам гигиенической оценки системы 

водоснабжения на железнодорожном подвижном составе; 

ГОСТ 24849-2014 по методам санитарно-бактериологиче-

ского анализа воды для полевых условий; МУК 4.2.2959-11 

по методам санитарно-микробиологического и санитарно-

паразитологического анализа прибрежных вод морей в ме-

стах водопользования населения и самый новый ГОСТ 

34786-2021 по методам определения общего числа микро-

организмов, колиформных бактерий, E. coli, Pseudomonas 

aeruginosa и энтерококков в воде питьевой. Следует также 

отметить ГОСТ ISO 7899-2-2018, подготовленный в 

Республике Беларусь и принятый Евразийским советом по 

стандартизации, метрологии и сертификации. Хотя он не 

действует в РФ, но является идентичным международному 

стандарту ISO 7899-2:2000. Известно, что готовятся к выхо-

ду новые методические рекомендации. 

Общим для всех перечисленных стандартов является ис-

пользование бактериологического посева на питательные 

среды. Отличия касаются метода исследования и перечня 

питательных сред для выявления и подтверждения энтеро-

кокков. 

Цель данной работы – анализ действующей норматив-

но-методической базы, регулирующей использование пита-

тельных сред для выявления и подтверждения энтерокок-

ков, а также возможности обеспечения лабораторий, прово-

дящих микробиологический анализ воды, отечественными 

питательными средами.

Материалы и методы. По текстовым электронным базам 

данных (PubMed, eLIBRARY, Техэксперт, ISO) отобраны и 

проанализированы нормативные документы и научные ра-

боты согласно ключевым словам. После проведенного ана-

лиза отобранной литературы в настоящее исследование в 

соответствии с темой работы было включено 33 источника.

Характеристика и таксономия. Энтерококки (лат. 

Enterococcus) – род повсеместно распространенных грампо-

ложительных бактерий, не образующих спор, облигатно 

ферментативных хемоорганотрофов. Они представляют 

собой сферические или овальные клетки, расположенные 

парами или цепочками; каталазоотрицательные, хотя неко-

торые виды продуцируют псевдокаталазу, и обычно гомо-

ферментативные, продуцирующие молочную кислоту [14]. 
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Подвижность и пигментация различаются у разных видов; 

пигментированные виды обычно встречаются среди расте-

ний.

Согласно современной таксономии род Enterococcus при-

надлежит семейству Enterococcaceae, порядку Lactobacillales, 

классу Bacilli, типу Firmicutes и домену Bacteria. До 1984 г. 

энтерококки относились к стрептококкам группы D, а с 

1984 г. на основе анализа геномной ДНК выделены в от-

дельный род. Род Enterococcus включает более 36 видов. На 

основании молекулярно-генетических признаков все виды 

энтерококков разделены на 5 групп (E. faecalis, E. faecium, 

E. avium, E. gallinarum и E. cecorum). 

Распространение энтерококков. Энтерококки встречают-

ся в воде, почве, растениях и у животных [15]. У человека, 

как и у других млекопитающих, эти бактерии в основном 

обнаруживаются в желудочно-кишечном тракте в виде ком-

менсалов, входящих в состав нормальной микрофлоры же-

лудочно-кишечного тракта и выполняющих важную роль в 

обеспечении колонизационной резистентности слизистой 

оболочки [16]. Их концентрация в фекалиях обычно состав-

ляет 105–108 клеток в 1 г [7]. Основными представителями 

нормальной микробиоты кишечника человека являются 

E. faecalis (90–95%) и E. faecium (5–10%). 

Энтерококки, как представители нормальной микрофло-

ры кишечника человека и теплокровных животных, в боль-

шом количестве попадают в окружающую среду: в почву, 

воздух, воду, растения, пищевые продукты. Они выживают в 

окружающей среде благодаря своей способности легко 

адаптироваться к различным условиям: растут в диапазоне 

температур от 10 до 45°С, в 6,5%-м растворе NaCl при рН 9,6 

и могут выживать при 60°С в течение 30 мин [14]. 

Вода различных источников может быть важным сред-

ством передачи инфекционных болезней из-за воздействия 

патогенных и условно-патогенных организмов, присутствую-

щих в водоемах, включая энтерококки. 

Энтерококки – возбудители инфекций. Энтерококки могут 

стать условно-патогенными бактериями, способными вызы-

вать аутоинфекцию, а при накоплении за пределами своей 

естественной среды обитания – возбудителями множества 

инфекций (эндокардита, инфекций мочевых путей, проста-

тита, внутрибрюшной инфекции, раневой инфекции и др.) 

[17]. Клиническое значение имеют виды E. faecalis, E. faecium, 

E. durans, E. mundii, E. avium, E. raffinosus, E. gallinarum, 

E. casseliflavus, E. gilvus, E. pallens [18]. Отличительной осо-

бенностью энтерококков является их способность к образо-

ванию биопленок, способствующая устойчивости к целому 

ряду антибактериальных препаратов, особенно к 

β-лактамным антибиотикам и аминогликозидам. Многие ан-

тибиотики действуют на энтерококки бактериостатически. 

В последние годы появились штаммы энтерококков с вы-

сокой вирулентностью, обладающие устойчивостью к ванко-

мицину (vancomycin-resistant enterococcus/VRE). VRE спо-

собны вызывать инфекции, связанные с оказанием меди-

цинской помощи (ИСМП) [19, 20]. При этом наибольший 

процент VRE-штаммов характерен для вида E. faecium, а вид 

E. faecalis наиболее часто вызывает ИСМП [21]. От пациен-

тов с диагностированной энтерококковой инфекцией были 

выделены также E. avium, E. casseliflavus, E. durans, 

E. gallinarum и E.raffinosus [22].

В списке резистентных к лекарственным средствам бак-

терий, представляющих наибольшую угрозу для здоровья 

человека, который опубликован ВОЗ в 2017 г., бактерии 

E. faecium, устойчивые к ванкомицину, входят в группу с вы-

соким уровнем приоритетности для разработки новых анти-

биотиков [23].

Методы обнаружения энтерококков в воде. Основным 

методом обнаружения энтерококков в воде является бакте-

риологический метод по выявлению жизнеспособных бакте-

рий с помощью питательных сред.

Молекулярные методы обнаружения энтерококков в пи-

тьевой воде находятся в стадии разработки и используются 

только в исследовательских целях [24, 25]. В качестве мише-

ни для количественной полимеразной епной реакции иссле-

дователи использовали различные гены: asa1, ace, cylA, 

gelE, hyl [26], sodA [27], ace и gelE [28]. В исследовании 

TPitkänen et al. показано, что использование подходов на 

основе рибосомальной рРНК значительно повышает чув-

ствительность обнаружения распространенных фекальных 

энтерококков в водах окружающей среды [29].

Бактериологические методы. Большинство методов под-

счета энтерококков на питательных средах основаны на 

определении активности фермента β-глюкозидазы (эскули-

назы), который присутствует в подавляющем большинстве 

видов и штаммов энтерококков, а также на регистрации био-

химических свойств, специфичных для рода Enterococcus, 

на способности расти при температуре 44–45°С, примене-

нии селективных добавок, используемых для подавления 

роста грамотрицательных микроорганизмов и дифференци-

ации от других грамположительных бактерий [30]. 

Стандартные методы исследования воды включают мето-

ды подсчета энтерококков с помощью метода мембранной 

фильтрации, титрационного метода (или метода фермента-

ции в пробирках) и качественных (ускоренных) тестов с хро-

могенным или флуорогенным субстратом. 

Метод мембранной фильтрации считается современным 

золотым стандартом для оценки качества воды на наличие 

энтерококков [7]. Титрационный метод рекомендуется при 

анализе мутных образцов воды. Для качественного обнару-

жения энтерококков в воде стали применяться хромогенные 

и флуорогенные среды, в том числе в многолуночном фор-

мате. В ряде сравнительных исследований различных видов 

воды с использованием бактериологических методов пока-

зано, что метод мембранной фильтрации обладал или боль-

шей, или равной чувствительностью с коммерческими те-

стами на основе флуорогенной среды [31–33].

Действующие отечественные нормативно-методические 

документы, регламентирующие методы по обнаружению 

энтерококков в воде и их подтверждению, рекомендуют все 

три бактериологических метода с использованием питатель-

ных сред. В таблице приведен перечень питательных сред, 

рекомендованных различными нормативными документами 

(НД) для проведения анализа.

Питательные среды. Выбор питательной среды определя-

ется методом обнаружения энтерококков и требованиями 

НД. Рекомендуемые для проведения анализа питательные 

среды можно разделить на две основные группы: для выяв-

ления (или определения, подсчета) энтерококков и их под-

тверждения. 
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На утверждение

К основным питательным средам для подсчета энтерокок-

ков методом мембранной фильтрации относятся энтерококк-

агар (аналог m-Enterococcus agar) и среда Сланеца–Бартли. 

Обе среды содержат 2,3,5-трифенилтетразолий хлористый 

(ТТХ), который восстанавливается бактериями до нераство-

римого формазана, обусловливая темно-красный цвет коло-

ний. Все темно-бордовые колонии, появившиеся при повы-

шенных температурах инкубирования (44–45°С), предполо-

жительно можно относить к энтерококкам. 

Некоторые стандарты рекомендуют использовать для об-

наружения энтерококков желчь-эскулин-азидный агар (Bile 

Esculin Azide Agar), который рекомендован также для их 

предварительной идентификации (или подтверждения), ос-

нованной на способности энтерококков гидролизовать эску-

лин. Данная питательная среда содержит желчь, подавляю-

щую рост грамположительных организмов, и азид натрия, 

ингибирующий рост грамотрицательных микроорганизмов. 

В состав среды входит цитрат железа. Энтерококки, выраба-

тывающие фермент эскулиназу, гидролизуют эскулин до 

эскулетина (6,7-дигидроксикумарин) и глюкозы. Эскулетин 

реагирует с цитратом железа, образуя фенольный комплекс 

железа, который окрашивает питательную среду в цвет от 

темно-коричневого до черного. 

Следует отметить, что название питательной среды – 

желчь-эскулин-азидный агар – образовано от английского 

Bile Esculin Azide Agar, и в отечественных НД могут встре-

чаться аналогичные названия данной питательной среды: 

желчно-эскулиновый агар с азидом натрия, желчно-эскулин-

азидная среда и др., которые отражают присутствие в со-

ставе желчи, эскулина и азида натрия.

Рекомендуемый требованиями ГОСТ 34786-2021 агар с 

канамицином, эскулином и азидом натрия (Kanamycin 

esculin azide agar) подавляет рост сопутствующей бактери-

альной флоры за счет присутствия канамицина и азида 

натрия. Образующийся эскулетин формирует комплекс с 

трехвалентным железом, окрашивая питательную среду в 

месте роста энтерококков в цвет от оливково-зеленого до 

черного.

Таблица. Перечень питательных сред для обнаружения и подтверждения энтерококков в воде

НД Наименование Питательные среды

ГОСТ 34786-2021 Вода питьевая.
Методы определения общего 
числа микроорганизмов, 
колиформных бактерий, E. coli, 
P. aeruginosa и энтерококков

Метод мембранной фильтрации:
Для определения: 
•  среда Сланеца–Бартли;
•  энтерококковый агар Chromocult;
•  энтерококковый (азидный) агар;
•  стрептококковый агар КF (КF Streptococcus Agar);
•  основа хромогенного агара для кишечных энтерококков (m-EI Chromogenic Agar Base);
•  агар желчно-эскулиновый с азидом натрия (желчь-эскулин-азидный агар).
Для подтверждения: 
•  микроскопия;
•  солевой агар с ТТХ;
•  каталазный тест.
Качественный метод: 
•  среда Readycult Enterococci 100 или аналогичная;
•  тест-набор Enterolert-DW или аналогичный на основе хромогенного бульона.
Определение НВЧ энтерококков: 
•  тест-система Quanti-Tray и тест-набор Enterolert-DW или аналогичные

ГОСТ РБ
ГОСТ ISO 7899-2—2018

Качество воды.
Обнаружение и подсчет 
кишечных энтерококков.
Часть 2. Метод мембранной 
фильтрации

•  Среда Сланеца–Бартли;
•  желчно-эскулиновый агар с азидом

ГОСТ 33463.6—2016 Системы жизнеобеспечения на 
железнодорожном подвижном 
составе. Часть 6. Методы 
гигиенической оценки системы 
водоснабжения

Метод мембранной фильтрации
Для определения:
•  энтерококк-агар; 
•  среда Сланеца–Бертли.
Для подтверждения:
•  тест-системы для идентификации энтерококков или 
•  солевой агар с ТТХ;
•  желчь-эскулин-азидный агар.
Ускоренное выявление:
•  готовые питательные среды на подложках.
Сигнальный метод:
•  хромогенный бульон

ГОСТ 24849-2014 Вода.
Методы санитарно-
бактериологического анализа 
для полевых условий

Метод мембранной фильтрации:
Для выявления: 
•  энтерококк-агар или другая азидная среда с ТТХ (например, азидная среда Сланеца–Бартли).
Для подтверждения:
•  тест-системы для идентификации энтерококков;
•  или питательные среды:
•  солевой агар с ТТХ;
•  желчь-эскулин-азидный агар.
Для ускоренного выявления: 
•  готовые питательные среды на подложках.
Сигнальный метод:
•  Хромогенный бульон
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Для выявления энтерококков в воде разрешены к исполь-

зованию хромогенные среды, например m-EI Chromogenic 

Agar Base – селективная среда для обнаружения и подсчета 

энтерококков в воде методом мембранной фильтрации. 

Появление колоний синего цвета подтверждает наличие эн-

терококков. Различные по объему и разведению пробы 

могут быть протестированы с помощью данной процедуры 

одноступенчатой мембранной фильтрации для обнаружения 

и подсчета энтерококков в питьевой, пресной, родниковой и 

морской воде. Пептон и дрожжевой экстракт являются ис-

точниками питательных веществ, необходимых для роста 

микроорганизмов: азота, витаминов, минеральных солей и 

аминокислот. Эскулин гидролизуется энтерококками с об-

разованием эскулетина и декстрозы. Циклогексимид инги-

бирует большинство грибов, азид натрия ингибирует грамо-

трицательные бактерии. Х-глюкозид является субстратом 

для глюкозидазоположительных энтерококков. 

Другая разрешенная хромогенная среда Enterococci-Agar 

for microbiology Chromocult – селективная среда для выделе-

ния, дифференциации и подсчета энтерококков в воде, пи-

щевых продуктах и других образцах. Рост энтерококков в 

среде усилен в результате тщательно отобранного состава 

пептонов, добавлением в среду фосфатов и твина-80. Азид 

натрия и соли желчных кислот ингибируют рост сопутствую-

щей микрофлоры. Энтерококки расщепляют специфические 

хромогенные субстраты, входящие в состав среды, приводя 

к красному окрашиванию колоний, что позволяет их легко 

дифференцировать от бесцветных, синих/фиолетовых или 

бирюзовых колоний других микроорганизмов.

Обнаружение энтерококков титрационным методом со-

гласно международному методу 9230 B Standard Methods for 

the Examination of Water and Wastewater, 23rd Edition [https://

www.standardmethods.org/] предполагает использование 

азид-глюкозного бульона (Azide dextrose broth) для посева 

соответствующих разведений образца воды. При появлении 

помутнения бульона проводят подтверждающий тест на эн-

терококки путем посева на желчь-эскулин-азидный агар. 

Для получения большей точности (90%) выросшие коричне-

вато-черные колонии с коричневыми ореолами подвергают 

дальнейшей идентификации.

В соответствии с требованиями МУК 4.2.2959-11 титраци-

онный метод проводят с использованием накопительной 

щелочно-полимиксиновой среды с дальнейшим пересевом 

на энтерококк-агар, среду Сланеца–Бартли или молочно-ин-

гибиторную среду. 

Для быстрого обнаружения энтерококков в воде норма-

тивными документами (ГОСТ 34786-2021, ГОСТ 33463.6-

2016, ГОСТ 24849-2014) рекомендован качественный (сиг-

нальный) метод с использованием хромогенных бульонов. 

Метод позволяет подтвердить наличие кишечных энтерокок-

ков в пробе воды по изменению цвета среды через 18–24 ч 

инкубирования. 

Импортозамещающие питательные среды. Практически 

весь перечень питательных сред для выявления и под-

тверждения энтерококков, рекомендованных нормативны-

ми документами, выпускается отечественными производи-

телями. В частности, в нашем центре налажено промыш-

ленное производство основных питательных сред для энте-

Таблица. Перечень питательных сред для обнаружения и подтверждения энтерококков в воде (окончание)

МУК
4.2.2959-11

Методы санитарно-
микробиологического и 
санитарно-паразитологического 
анализа прибрежных вод морей 
в местах водопользования 
населения: Методические 
указания

Метод мембранной фильтрации:
Для выделения: 
•  среда Сланеца–Бартли или энтерококк-агар.
Для подтверждения: 
•  микроскопия;
•  солевой агар с ТТХ;
•  каталазный тест.
Титрационный метод:
•  накопительная щелочно-полимиксиновая среда;
•  среды для пересева: 
•  молочно-ингибиторная (МИС) или энтерококк-агар, или среда Сланеца–Бартли.
Упрощенный метод: 
•  титрационный метод с использованием лактозо-пептонной среды для накопления обобщенных 

колиформных бактерий (ОКБ) и одновременно энтерококков, затем пересев на МИС, среду 
Сланеца–Бартли или энтерококк-агар

МУК 4.2.хххх-21
(проект)

Бактериологические 
методы исследования воды.
Методические указания по 
методам контроля

Метод мембранной фильтрации
Выявление:
•  среда Сланеца–Бартли; 
•  энтерококк-агар;
•  желчно-эскулин-азидная среда или азидный агар с канамицином и эскулином (готовая 

питательная среда) или другие среды аналогичного качества. 
Подтверждение:
•  микроскопия;
•  солевой агар с ТТХ;
•  каталазный тест.
Титрационный метод:
•  1-й этап –щелочно-полимиксиновая среда;
•  2-й этап – МИС, энтерококкагар, среда Сланеца–Бартли, желчь-эскулин-азидная сред или 

азидный агар с канамицином и эскулином.
Упрощенный метод:
•  титрационный метод с использованием лактозо-пептонной среды для накопления ОКБ и 

одновременно энтерококков, затем пересев на МИС, среду Сланеца–Бартли или энтерококк-
агар.

Качественный метод: 
•  среда Readycult Enterococci 100
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рококков: энтерококк-агара, среды Сланеца–Бартли и 

желчь-эскулин-азидного агара, используемых при выполне-

нии метода мембранной фильтрации в соответствии с тре-

бованиями международных и российских нормативных до-

кументов. Энтерококк-агар уже хорошо зарекомендовал 

себя в микробиологических лабораториях при исследова-

нии различных образцов. Среда Сланеца–Бартли и желчь-

эскулин-азидный агар недавно разработаны по программе 

импортозамещения. 

Щелочно-полимиксиновая среда и молочно-ингибиторная 

среда, необходимые для титрационного метода, производят-

ся другими фирмами. Рекомендованные для качественного 

(ускоренного) метода хромогенные и флуорогенные среды 

пока в нашей стране не выпускаются. Но нами уже намече-

ны возможные пути решения этой проблемы. 

Заключение

Проведенный анализ действующей нормативно-методи-

ческой базы, регулирующей использование питательных 

сред для выявления и подтверждения энтерококков, и ката-

логов продукции отечественных фирм – производителей 

питательных сред показал, что в России налажен промыш-

ленный выпуск практически всего перечня рекомендуемых 

питательных сред, особенно для выполнения анализа воды 

с помощью основного метода мембранной фильтрации. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Кишечный бактериофаг связан с лучшей памятью у животных и людей

Триллионы микробов живут в нашем желудочно-кишечном тракте, и 

все эти клетки имеют свои собственные геномы и белки, многие из кото-

рых могут воздействовать на наш организм. Ученые узнают больше о 

различных способах влияния кишечных микробов на наш мозг и поведе-

ние. Новое исследование привлекло внимание к вирусам, живущим в 

кишечном микробиоме, который иногда называют кишечным вириомом. 

Группа ученых показала, что бактериофаги, называемые Caudovirales

и Microviridae, являются важными членами вириома кишечника и связа-

ны с изменениями в тестах памяти и исполнительных функциях. Более 

высокие уровни фага под названием Microviridae были связаны с нару-

шением исполнительных функций, в то время как более высокие уровни 

Caudovirales были связаны с улучшением памяти. Эти тенденции сохра-

нялись в моделях мышей и плодовых мух, а также в людях.

Это исследование также показало, что люди, которые потребляли больше молочных продуктов, имели более высокий 

уровень Caudovirales в микробиоме кишечника. Предыдущая работа других ученых показала, что люди, которые едят боль-

ше молочных продуктов, лучше справляются с когнитивными тестами, что, похоже, подтверждает эти выводы.

Это исследование выявило больше информации об одном аспекте взаимоотношений между микробиомом и мозгом, так 

называемой оси кишечник-мозг, но предстоит еще много работы, особенно если учесть, что в кишечнике обитает гораздо 

больше видов бактериофагов. и их воздействие может быть опосредовано бактериями, которые они заражают. Однако ис-

следование показало, что изменения в диете могут улучшить когнитивные функции и память у людей.

Gut Bacteriophage Linked to Better Memory in Animals & Humans | Microbiology [Электронный ресурс]. URL: https://www.

labroots.com/trending/microbiology/22303/gut-bacteriophage-linked-memory-animals-humans (дата обращения: 01.03.2022).
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Роль клеток-персисторов 

в организме человека

А.Б.Хайтович, А.А.Грищенко
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Одной из основных проблем современного здравоохранения является проблема нерационального использования анти-
биотикотерапии, что приводит приводит к высокому уровню смертности от инфекционных болезней. Это обусловлено 
многими факторами, наиболее важным из которых является бесконтрольное использование антимикробных препаратов 
среди населения, что привело к возникновению лекарственно-резистентных штаммов бактерий. В связи с этим возни-
кает необходимость в изучении молекулярных механизмов, лежащих в основе формирования устойчивости микроорга-
низмов к антибиотикам. Изучены генетические основы выработки устойчивости бактерий и их биохимические механиз-
мы. Как было установлено в ходе исследований, одним из таких механизмов является формирование клеток-персисто-
ров. Это небольшая субпопуляция клеток, которая представляет собой фенотипический вариант изогенной популяции, 
способный сохранять жизнедеятельность в условиях действия антибиотиков или факторов окружающей среды (окисли-
тельный и кислотный стресс, гипоксия, тепловой шок, недостаток питательных веществ). Однако после появления 
благоприятных условий клетки-персисторы способны рекультивироваться и образовывать новую генерацию вегетатив-
ных клеток. В статье рассматриваются явление персистенции и роль клеток-персисторов в организме человека.
Ключевые слова: клетки-персисторы, молекулярно-генетические механизмы, персистенция бактерий, антибактери-
альные препараты, резистентность
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The role of persistor cells in the human body

A.B.Khaitovich, A.A.Grishchenko

S.I.Georgievsky Medical Academy, V.I.Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Russian Federation

One of the main problems of modern health care is the problem of antibiotic therapy, which leads to a high mortality rate from 
infectious diseases. This is due to many factors, the most important of which is the uncontrolled use of antimicrobial drugs 
among the population, which has led to the emergence of drug-resistant strains of bacteria. In this regard, there is a need to 
study the molecular mechanisms underlying the formation of resistance in microorganisms. The genetic foundations of the 
formation of bacterial resistance and their biochemical mechanisms have been studied. As has been established by research, 
one of these mechanisms is the formation of persistor cells. This is a small subpopulation of cells, which is a phenotypic variant 
of an isogenic population that is able to maintain vital activity in the presence of antibiotics or environmental factors (oxidative 
and acid stress, hypoxia, heat shock, lack of nutrients). However, after the onset of favorable conditions, persistent cells are 
able to reclaim and form a new generation of vegetative cells. The article examines aspects of the essence and role of persistor 
cells in the human body.
Key words: persistor cells, molecular genetic mechanisms, bacterial persistence, antibacterial drugs, resistance
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В
1942 г. Hobby G.L. обнаружил отсутствие полного лизи-

са культуры Staphylococcus aureus пенициллином, так 

как небольшое количество бактериальных клеток остава-

лись жизнеспособными, дающими рост новой популяции 

после прекращения действия антибиотиков [1]. В 1944 г. 

ирландский врач Bigger J.W., проводящий исследования в 

Англии, поставив опыты по влиянию пенициллина на 

S. aureus, обратил внимание на то, что под действием анти-

биотика бактериальная суспензия становилась прозрачной, 

так как происходил лизис микроорганизмов. Однако после 
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переноса лизата на агаризованную среду выявлялся рост 

небольшого числа колоний, а при повторной инокуляции 

клеток на новую среду, с последующей обработкой пеницил-

лином, вновь образовывались новые колонии. На основании 

проведенных исследований был сделан вывод о том, что 

оставшиеся клетки не являются мутантами, устойчивыми к 

антибиотику, а представляют собой субпопуляцию неделя-

щихся, бездействующих клеток, которые были названы 

клетками-персисторами [2, 3].

Около 40 последующих лет на результаты исследований 

не обращали внимания [4], но позднее было выявлено, что 

при обработке популяции другими антибиотиками часть бак-

терий также сохраняла жизнеспособность [5]. 

В 1980-е гг. Moуed H.S. возобновил исследования, свя-

занные с персистирующими клетками [6]. Для объяснения 

наличия фенотипических вариаций в генетически однород-

ных бактериальных популяциях он пытался создать мутант-

ные штаммы, которые могут образовывать большее коли-

чество бездействующих клеток. Для этого был применен 

метод накопления, в основе которого лежала многократная 

обработка суспензии бактерий антибиотиком с дальней-

шим изъятием клонов с высокими значениями минималь-

ной подавляющей концентрации (МПК). Отбирались бакте-

рии с неизмененной МПК и большим числом клеток, невос-

приимчивых к колебаниям рН, антибиотическим средствам, 

тепловому шоку. При получении достаточного количества 

клеток-персисторов изучалась экспрессия генов, детерми-

нирующих синтез внутриклеточных ингибиторов [5].

В 1990-е гг. начались исследования свойств микробных 

биопленок. Полученные результаты по устойчивости био-

пленок и одновременному отсутствию признаков антибио-

тикорезистентности у бактерий привлекли внимание ученых 

и привели к дальнейшему изучению клеток-персисторов 

[7–9]. В проведенных исследованиях с использованием раз-

ных доз антибиотиков на бактерии биопленок Pseudomonas 

aeruginosa в популяции были обнаружены клетки, устойчи-

вые ко всем известным в то время антимикробным сред-

ствам [10, 11]. Аналогичные результаты были получены в 

отношении бактерии Escherichia coli. При изучении биопле-

нок, синтезированных E. coli, с применением флуоресцент-

ной микроскопии были обнаружены клетки небольшого 

размера, бледно окрашенные по Граму и обладающие свой-

ствами клеток-персисторов [12, 13]. Для идентификации 

бездействующих клеток дополнительно использовали метод 

проточной цитометрии и некоторые молекулярно-генетиче-

ские методы. Впоследствии было установлено, что клетки-

персисторы являются покоящимися формами бактерий и 

обладают резистентностью к действию неблагоприятных 

факторов окружающей среды [14–16].

Многие исследователи оценили клетки-персисторы и 

антибиотикорезистентные бактерии как тождественные по-

нятия, так как результат воздействия был схожий – основ-

ным свойством обоих явлений являлось устойчивость к 

летальному действию антимикробных средств. Однако 

после более детальных исследований к 1980-м гг. пришло 

понимание существенных отличий между этими явлениями 

[14–16].

Цель работы – изучить сущность клеток-персисторов и 

их влияние на развитие заболеваний в организме человека. 

Задачи работы: обсуждение понятия клеток-персисторов, 

молекулярно-генетических механизмов их образования; вы-

явление различий между антибиотикорезистентностью, вы-

званной мутациями, и естественной устойчивостью перси-

стирующих клеток; установление роли клеток-персисторов в 

биопленках и выявление условий, способствующих форми-

рованию персистенции.

Материалы и методы: проведен анализ отечественной и 

иностранной научной литературы по проблеме персистиру-

ющих бактериальных клеток.

Невозможность получения летального эффекта антими-

кробными препаратами обусловлена временной невоспри-

имчивостью небольшого количества бактерий, которое на-

звали бактериальной персистенцией (впервые описано у 

S. aureus) [1, 3]. Известно, что большинство бактериальных 

культур, находясь в стационарной фазе роста и при благо-

приятных условиях, содержат небольшую (1–3%) фенотипи-

ческую субпопуляцию клеток-персисторов, биологической 

функцией которых является сохранение популяции после 

длительного действия неблагоприятных факторов окружаю-

щей среды: антимикробных препаратов, дефицита питатель-

ных веществ, изменения температуры, оксидативного и 

кислотного стресса, гипоксии [8]. При исследовании этого 

феномена было установлено, что в клетках-персисторах 

происходит ингибирование основных внутриклеточных зве-

ньев метаболизма и репродукции: синтеза белков, клеточ-

ной стенки и репликации нуклеиновых кислот [2].

В экстремальных условиях происходит трансформация 

вегетативных форм в неделящиеся, персистирующие бакте-

рии, при этом число таких клеток может варьировать вплоть 

до полного перехода всей популяции в состояние персистен-

ции [17]. При наступлении благоприятных условий клетки 

рекультивируются в течение нескольких часов в активное 

состояние, при котором они чувствительны к антибиотикам, 

и формируют новую генерацию вегетативных клеток. Это 

свойство является ключевым отличием персисторов от ре-

зистентных мутировавших клеток, поскольку персистенция 

бактерий может быть временным и обратимым явлением [2, 

18]. Присутствие в организме неактивных клеток приводит к 

возникновению персистирующих инфекций, при которых на-

блюдается повышенный риск распространения, увеличение 

заболеваемости и смертности [18].

В начале XXI века научный прогресс в области молеку-

лярно-генетических механизмов бактериальной персистен-

ции позволил культивировать одиночные клетки для иссле-

дования их жизнеспособности и физиологии. Были изобре-

тены и предложены для оценки новые аналитические ин-

струменты и методы изоляции отдельных клеток: компар-

тментализация, микрофлюидика, рамановская спектроме-

трия, проточная цитометрия, молекулярно-генетические ме-

тоды. Компартментализация – это дифференциация клеток 

эукариот на участки, отграниченные мембраной, в которых 

протекают различные метаболические процессы. 

Микрофлюидика – изучение движений микропотоков и ма-

леньких объемов жидкостей. Рамановская спектрометрия – 

метод, основанный на взаимодействии вещества со светом, 

с помощью которого проводят индикацию возбудителя, что 

позволяет исследовать структуру бактерии. Проточная цито-

метрия – метод для быстрого оптического анализа отдель-
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ных клеток. В зависимости от целей исследований эти мето-

ды сочетаются с секвенированием РНК, а также генетиче-

ским, пространственным, макромолекулярным, протеомным 

профилированием одиночных клеток. Посредством этих 

методов было обнаружено, что в регуляции персисторов 

участвует ряд молекулярных механизмов [19–21].

Установлено, что жизненный процесс микроорганизмов 

тесно сопряжен с влиянием внутреннего и наружного «моле-

кулярного шума», который предполагает неупорядоченные 

колебания концентраций различных молекул и воздействует 

на степень экспрессии генов в отдельных клетках. Процесс 

«усиления шума» приводит к формированию состояния би-

стабильности, то есть к образованию двух или более устой-

чивых фенотипически различных субпопуляций клеток, ко-

торые сосуществуют в общей генетически идентичной по-

пуляции [22].

Молекулярно-генетический механизм формирования кле-

ток-персисторов определяется тем, что бактерии посред-

ством своих сенсорных систем воспринимают внешние раз-

дражения, в ответ на которые вырабатывают внутриклеточ-

ные мессенджеры-индукторы (p)ppGpp (гуанозин пентафос-

фат и гуанозин тетрафосфат), принимающие участие в регу-

ляции активности метаболизма бактерий [23]. Концентрация 

(p)ppGpp регулируется ppGpp-синтетазами, активность ко-

торых зависит от наличия аминокислот и участия гормонов 

RelA/SpoT (белки-гомологи, которые включают суперсемей-

ство ферментов, синтезирующих или гидролизующих алар-

мон ppGpp, активатор «строгого» ответа и регулятор клеточ-

ного метаболизма) [24]. Мессенджеры-индукторы влияют на 

формирование клеток-персисторов, изменяя активность 

внутриклеточных ферментов (ДНК-праймазы, РНК-

полимеразы, лизиндекарбоксилазы), и, как результат, регу-

лируют метаболическую активность и скорость репликации 

бактерий [24–26]. В последние десятилетия было выяснено, 

что ppGpp действуют на активность генетических оперонов, 

кодирующих токсин-антитоксиновую систему бактерий. Эта 

система состоит из двух генетических элементов: гена hipA, 

кодирующего стабильный токсин и обуславливающего об-

разование белка HipA, и гена hipB, кодирующего лабильный 

антитоксин и инициирующего синтез белка HipB [27]. В бла-

гоприятных условиях антитоксин инактивирует токсин путем 

прямого связывания мРНК. Исследования механизма влия-

ния белка HipA показали, что он является серин/треонин-ки-

назой, которая посредством фосфорилирования ингибирует 

глутамил-Т-РНК-синтетазу, что приводит к накоплению не-

связанной глутамил-Т-РНК и образованию ppGpp. Наличие 

высоких концентраций ppGpp стимулирует уменьшение ак-

тивности экзополифосфатазы – фермента, расщепляющего 

полифосфаты. Благодаря этому происходит накопление по-

лифосфатов, что приводит к стимуляции Lon-протеиназы, 

которая расщепляет антитоксины токсин-антитоксиновой 

системы. Результатом является увеличение содержания ток-

синов, что обуславливает ингибирование синтеза белка, 

клеточной стенки, внутриклеточных ферментов, в целом 

метаболизма и обеспечивает формирование клеток-перси-

сторов [28]. 

В настоящее время обнаружено 8 механизмов влияния 

ТА-систем [5, 29], определяемых различными клеточными 

мишенями токсинов: (1) расщепление мРНК, токсином RelE, 

связанных с А-сайтом рибосомы [29]; (2) разрезание не свя-

занных с рибосомой одноцепочечных мРНК при действии 

MazF, MqsR и HicA [29]; (3) расщепление энтеробактериаль-

ным токсином VapC инициаторной тРНК fMet [5]; (4) расще-

пление нормальных тРНК микобактериальными VapC [29]; 

(5) разрезание сарцин-рициновой петли 23S рРНК за счет 

активности VapC20 и VapC23 Mycobacterium tuberculosis [29]; 

(6) фосфорилирование фактора элонгации трансляции 

Mycobacterium smegmatis и EF-Tu-токсинами Doc-профага 

Р1 [29]; (7) ингибирование ДНК-гиразы белками CcdB (гомо-

логом MazF) и ParE (гомологом RelE) [29]; (8) фосфорилиро-

вание глутамил-тРНК-синтетазы токсином HipA E. coli [29].

Изначально токсин-антитоксиновые локусы были выявле-

ны в составе бактериальных плазмид, которые часто под-

вергались горизонтальному переносу. В дальнейшем было 

обнаружено, что они могут располагаться в бактериальных 

хромосомах. Избыточная активация токсинов ведет к раз-

рушению и гибели клеток, а соответственно, этот процесс 

может лежать в основе одной из перспективных стратегий, 

ориентированных на борьбу с персистенцией бактерий и их 

фенотипической резистентностью к антибиотикам [30].

Проведенные исследования выявили следующие отличия 

между антибиотикорезистентностью, вызванной мутациями, 

и естественной устойчивостью персистирующих клеток: 

1) толерантность бактерий обусловлена фенотипической 

изменчивостью, которая генетически не передается, в отли-

чие от резистентности бактерий к антибиотикам, связанной 

с приобретенными генетически детерминированными свой-

ствами в результате мутаций или генетических рекомбина-

ций, которая передается по наследству [31]; 

2) одно их самых основных отличий клеток-персисторов – 

это неспособность расти и размножаться при высоких кон-

центрациях антибиотиков, когда в фазе активного роста по-

пуляций клетки-персисторы практически отсутствуют, а воз-

растает их число при замедлении и прекращении роста [31]; 

3) МПК персистирующих бактерий и чувствительных бак-

терий практически идентична в отличие от антибиотикорези-

стентных [31]; 

4) устойчивость персистирующих клеток к антибиотикам 

является обратимым процессом [5]; 

5) принцип действия антибиотиков на физиологически 

активные клетки заключается в действии на определенные 

мишени внутри клетки, при этом происходит их подавление 

или активация, что приводит к внутриклеточному синтезу 

токсинов, аутолизинов и высокореактивных кислородных 

радикалов и связано с механизмами действия антибиотиков 

на бактерии [32, 33]. В частности, стрептомицин связывает-

ся с малой субъединицей рибосомы; хлорамфеникол и эри-

тромицин взаимодействуют с большой субъединицей рибо-

сомы и осуществляют нарушение этапа трансляции и синте-

за белка, инактивируя функции рибосом; фторхинолоны и 

нитромидазол блокируют репликацию и деление клетки; 

β-лактамные препараты связываются и инактивируют транс-

пептидазы, ингибируя естественную сборку молекул пепти-

догликанов – основы клеточной стенки бактерий; рифампи-

цин опосредует ингибирование ДНК-зависимой РНК-

полимеразы; грамицидины и полимиксины вызывают нару-

шение целостности цитоплазматической мембраны [34]. В 

то же время в клетках-персисторах все мишени являются 
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выключенными вследствие блокировки специфическими 

белками, поэтому клетки-персисторы не растут и не делят-

ся. В неактивном виде находятся бактериальная хромосома 

и белковые системы репликации, транскрипции и репара-

ции, что указывает на то, что клетки проявляют мультитоле-

рантность, то есть обладают защитой от любых видов анти-

биотиков в отличие от антибиотикорезистентных бактерий, 

которые проявляют устойчивость к одному или нескольким 

видам антимикробных средств [35, 36]; 

6) при пересеве покоящихся клеток-персисторов на новую 

среду они способны полностью воспроизвести популяцию, 

чувствительную к антибиотикам, с аналогичным небольшим 

количеством персистирующих клеток, что позволяет сохра-

нить популяцию как вид при воздействии стресса разного 

генеза, а функцией резистентных клеток является выжива-

ние в конкретных условиях [37]; 

7) на практике можно обнаружить клетки-персисторы по-

средством смены концентрации антибиотика с контролем 

динамики жизнеспособных клеток, когда выявляется ниспа-

дающая кривая линия с выделяющимися ступенями, сфор-

мированными активно растущими и персистирующими клет-

ками, но если обработать суспензию резистентного штамма 

антибиотиком, то число жизнеспособных бактерий во време-

ни изменяться не будет [8].

Очень важным в биологии бактерий является взаимоот-

ношение способности их к персистенции и возможности об-

разовывать биопленки. Длительное время считалось, что 

биопленки образуются только на медицинских изделиях, 

таких как катетеры, контактные линзы, эндотрахеальные 

трубки, внутриматочные спирали, другие медицинские из-

делия, но в настоящее время установлено, что способность 

к образованию биопленок является основным фактором 

патогенности, играющим существенную роль в развитии 

патологического процесса [38].

Биопленки являются одной из форм существования бак-

терий в природных популяциях и состоят из микробов, кото-

рые производят внеклеточный матрикс, включающий 

белки, полисахариды (декстран, гиалуроновая кислота, 

целлюлоза), гликолипиды и ДНК. Биопленки защищают 

бактерии от фагоцитоза, клеточного и гуморального имму-

нитета, дезинфицирующих средств химической природы. 

Такая защита приводит к дефициту питательных веществ, 

за счет чего в глубоких слоях биопленки происходит актив-

ный переход клеток в персистирующее состояние, поэтому 

биопленки приобретают способность защищать и от анти-

биотиков. Они представляют опасность для человеческого 

организма, поскольку могут приводить к тяжелому протека-

нию болезней и появлению осложнений, а также переходу 

патологического процесса в хроническое течение: инфек-

ции мочевыводящих путей, муковисцидозной пневмонии, 

остеомиелиту, отиту, патологии околозубных тканей и 

самих зубов и др. Многочисленными исследованиями уста-

новлено, что хроническое течение заболеваний может быть 

связано с тем, что клетки-персисторы могут «прятаться» в 

клетках гранулем, макрофагах, желчном пузыре, слизистой 

желудка [38].

Как показал анализ экспериментальных исследований, 

формированию персистенции способствуют различные фак-

торы, наиболее существенными из них являются: 

– реализация стратегии минимизации рисков – когда в 

бактериальных культурах могут возникать персистирующие 

клетки без влияния стресса, при фенотипической гетероген-

ности в пределах генетически однородной культуры, а 

одним из механизмов выживания популяции в изменяющих-

ся условиях среды является разная реализация генетиче-

ской информации [39]; 

– индуцированная персистенция, которая возникает под 

влиянием неблагоприятных факторов окружающей среды 

(тепловой шок, окислительный и кислотный стрессы, голо-

дание, гетерогенность условий в биопленках) [3];

– фенотипическая гетерогенность, возникающая под вли-

янием химических сигналов в условиях феномена «чувство 

кворума» – межклеточных взаимодействий бактерий в по-

пуляциях, когда возможно увеличение количества клеток-

персисторов при соединении супернатанта стационарных 

культур и растущей культуры P. aeruginosa [8, 40]; 

– переход в нерепликативное состояние, когда при взаи-

модействии «патоген–хозяин», при фагоцитозе макрофага-

ми небольшая часть бактерий захватывается. При встрече с 

дефицитом питательных веществ и кислой средой в вакуо-

лях макрофагов образуются клетки-персисторы [41]. 

Таким образом, явление персистенции у бактерий некото-

рых видов имеют важное значение в биологии возбудителя, 

что во многом определяет их особенности в устойчивости к 

факторам окружающей среды и некоторым химиотерапев-

тическим препаратам, и развитии патологических процессов 

в организме человека.

Заключение

Проведенный анализ свидетельствует, что в настоящее 

время нельзя утверждать, что исследователи описали все 

механизмы персистенции бактерий, выявили все способы 

предотвращения их появления, возвращения бактерий к ак-

тивному росту, влияния на уровень выработки токсинов 

внутри клеток. Изучение феномена персистенции у бакте-

рий продолжается. Полученные новые результаты позволят 

лучше понимать механизмы развития патологии, а также 

будут использованы для создания комбинированных схем 

лечения, которые будут являться более эффективными и с 

минимальными осложнениями для организма человека.
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