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Значение исследований 

по распространению факторов 

патогенности возбудителей 

болезней человека 

Р
иски в области обеспечения биологической без-

опасности в наибольшей степени связаны с воз-

можностью появления новых патогенов в результате 

изменение климата, которое приводит к проявлению 

«законсервированных» на многие тысячи лет, напри-

мер, в вечной мерзлоте, бактерий и вирусов, проникно-

вением человека в ранее малодоступные среды – глу-

бины океанов, горные массивы, места обитания неиз-

вестных видов эукариот, имеющих собственные пато-

гены. К этому можно отнести и малоизученный мир 

микробов в глубинных слоях земли, где они встречают-

ся до глубины 5 км. Биомасса бактерий, которые никогда не поднимались на поверхность земли, состав-

ляет до 20 млрд т, они имеют собственный метаболизм и стратегию выживания – свои ферменты и ток-

сины, как, например, сапрофитный организм, вырабатывающий смертельный для человека ботулотоксин.

В стратегии поиска новых патогенов следует выделить несколько значимых этапов: зарегистрирован-

ный клинический синдром, выделение чистой культуры или биологической структуры (посев на среды, 

культуры клеток, куриные эмбрионы), заражение лабораторных животных (трансгенных, нокаутных), ме-

тагеномный анализ (метагеномное или таргетное секвенирование), масс-спектрометрию, клеточный со-

ртинг с моноклональными антителами и некоторые другие, вспомогательные.

Наиболее сложной разрабатываемой в настоящее время проблемой является поиск принципиально 

нового патогена, не имеющего аналогов. Для этих целей создаются и развиваются программы, предска-

зывающие наличие неизвестного патогена в материале по содержанию факторов вирулентности или 

близких к ним аналогов на основе данных прежде всего метагеномного анализа. Выявление, каталогиза-

ция и создание баз данных по таким факторам (генам и островам патогенности), которые в зарубежных 

научных публикациях в области биобезопасности именуют «последовательностями, вызывающими оза-

боченность», является приоритетной задачей многих групп исследователей.

Основные факторы вирулентности микроорганизмов вызывают различные типы повреждений органов 

и тканей организма человека, к которым следует отнести: цитотоксичность, или разрушение клеточной 

мембраны, деградацию тканей, инвалидизацию органов и воспаление. Наибольшее значение имеет вли-

яние на иммунную систему организма человека, от которой во многом зависит возможность его выжива-

ния. К типам нарушения иммунной системы при действии факторов патогенности следует отнести: по-

давление иммунной сигнализации хозяина, сопротивление фагоцитозу, нейтрализацию комплемента хо-

зяина, противодействие антимикробному пептиду, сопротивление окислительному уничтожению и ней-

трализацию иммуноглобулина хозяина, повреждение цитокинов хозяина, ингибирование презентации 

антигена (Godbold GD, Hewitt FC, Kappell AD at al. (2023). Front Bioeng Biotechnol. 11:1124100. DOI: 10.3389/

fbioe.2023.1124100).

Например, если рассмотреть факторы вирулентности сибиреязвенного микроба, то их окажется до-

статочно много и с разными функциями. Аденозинсинтаза А ингибирует врожденный иммунитет, подавля-

ет высвобождение воспалительных цитокинов. Антролизин О разрушает ткани, обеспечивает связывание 

с клеточной поверхностью, образует поры, способствует преодолению клеточных барьеров. Белки по-

верхности спор (BclA) обеспечивают сопротивление комплементу хозяина. Белки (BslA) S-слоя обеспечи-

вают адгезию и связывание с ламинином, способствуют преодолению барьера при контакте с клеточной 

поверхностью. Протеаза ClpX способствует разрушению тканей, нарушает связывание антимикробного 

пептида. Иммунный ингибитор A металлопептидаза опосредует преодоление барьера, обеспечивая рас-

пространение патогена в организме хозяина. Фосфолипаза PI-PI.C нарушает сигнализацию толл-

подобных рецепторов, подавляет активацию дендритных клеток, расщепляет мембранные фосфолипиды. 
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Супероксиддисмутазы, которых у сибиреязвенного микроба четыре, способствуют детоксикации свобод-

ных радикалов и обеспечивают сопротивление окислительному киллингу. Протективный антиген обеспе-

чивает связывание с гликопротеином клеточной поверхности, вторжение в клетку макромолекулы и уча-

ствует в образование пор. Отечный фактор модулирует синтез цАМФ и транскрипцию в клетке хозяина, 

подавляет высвобождение воспалительных цитокинов, вызывает активацию дендритных клеток, что в 

конечном итоге приводит к подавлению иммунной сигнализации хозяина и выведению из строя органа. 

Летальный фактор опосредует связывание с поверхностью клетки, преодоление барьера, подавляет вы-

свобождение воспалительных цитокинов, сигнализацию МАРК, активацию дендритных клеток, усиливает 

активацию инфламмасомы, нарушает эпителиальный слой. Такие или подобные им факторы патогенно-

сти присутствуют и у других вирулентных бактерий, обеспечивая универсальные механизмы инвазии, 

распространения в организме и повреждения его органов и систем.

Если обобщить основные свойства факторов патогенности, то можно выделить несколько основных их 

типов. Повреждающий фактор усиливает патогенные свойства агента, может индуцировать у непатогена 

свойства как у условного патогена. Подрывающий иммунитет фактор усиливает патогенные свойства 

агента, нарушает иммунитет или эффективность вакцинации, может способствовать преодолению меж-

видового барьера, повышает восприимчивость хозяина к агенту, индуцирует у непатогена свойства как у 

условного патогена, может позволить непатогену заражать новых хозяев. Может повысить восприимчи-

вость популяции хозяев к агенту. Фактор адгезии расширяет ареал хозяина или тропизм возбудителя, 

повышает восприимчивость популяции хозяина к возбудителю. Фактор инвазивности изменяет ареал 

обитания или тропизм патогена, повышает восприимчивость популяции хозяев к агенту. Диссеминирующий 

фактор (распространение) усиливает вредные последствия действия патогена, повышает трансмиссив-

ность, способность к распространению, восприимчивость хозяев к патогену.

В настоящее время существуют базы данных факторов патогенности, в которых представлены основ-

ные гены вирулентности множества бактерий. Например, VFDB, virulence factors of pathogenic bacteria 

(http://www.mgc.ac.cn/VFs/) – база, позволяющая определять, как формировались современные патоген-

ные бактерии в результате горизонтального переноса генов вирулентности путем обмена генетическим 

материалом и закрепления факторов, способствующих их паразитизму на конкретном хозяине, изучать 

наличие факторов вирулентности в геномных островах горизонтального происхождения и вне геномных 

островов. Однако такие базы далеко не полны и даже фрагментарны, что накладывает ограничения на их 

использование для прогнозирования наличия новых патогенов в исследуемом материале. В этой связи 

задачей для нас является создание отечественной полноценной базы факторов вирулентности патогенов.

Одним из важных направлений исследований патогенов является изучение возможности переноса 

генов вирулентности к сапрофитам. Недавно отечественными учеными показано, что при формировании 

поликультуральных биопленок происходит горизонтальный перенос генов, кодирующих факторы патоген-

ности от Yersinia pseudotuberculosis и Listeria monocytogenes к морским сапротрофным бактериям. 

Установлена способность морских бактерий Bacillus sp. и Pseudomonas japonica к образованию биопленок 

с патогенами. Впервые у морского сапротрофного штамма Bacillus sp. выявлены проявления гиалурони-

дазной, протеолитической и гемолитической активности после культивирования в поликультуральной 

биопленке с листериями. Сделан вывод о том, что сапротрофные морские бактерии, получившие от пато-

генных энтеробактерий факторы вирулентности, включая гены устойчивости к антибиотикам, могут 

играть роль в изменении биологических свойств других членов морского микробного сообщества 

(Eskova AI, Andryukov BG, Yakovlev AA. BioTech. 2022;11:17. DOI: 10.3390/biotech11020017).

Эта работа показывает, какой резервуар факторов патогенности может создаваться на базе сапрофи-

тов, например в курортных зонах, куда съезжаются миллионы людей, и какой высокий риск появления 

новых или усиления известных патогенов это может создавать. А между тем у сапрофитов никто не вы-

являет такие факторы – санэпидслужба выделяет только известные патогены, а специалисты общей ми-

кробиологии исследуют биологию и биохимию сапрофитных популяций.

К необходимым мерам по развитию детекции факторов патогенности и их идентификации следует от-

нести создание «Национального интерактивного каталога патогенных микроорганизмов и биотоксинов», 

который позволит выявлять весь спектр факторов патогенности у коллекционных штаммов, так как ката-

лог содержит полный геном и соответствующую поисковую систему. При этом необходимо будет приме-

нять методы системной биологии учитывая большой массив данных.
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Растущая устойчивость пневмококков к антибиотикам приводит к значительным сложностям в подборе эффективного 
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П
невмококковая инфекция признается одной из опасных 

из всех предупреждаемых вакцинопрофилактикой 

болезней. По данным Всемирной организации здравоохране-

ния, до внедрения универсальной вакцинации эта инфекция 

ежегодно приводила к смерти 1,6 млн человек, из которых от 

0,7 до 1 млн – дети. Около 40% смертности детей приходится 

на первые 5 лет жизни [1].

Несмотря на название, Streptococcus pneumoniae вызыва-

ет многие виды пневмококковых инфекций (ПИ), отличных от 

пневмонии. Этот возбудитель становится причиной таких бо-

лезней, как пневмококковая пневмония (до 70%), воспаление 

среднего уха (~25%), гнойный пневмококковый менингит (5–

15% всех бактериальных менингитов), воспаление внутрен-

ней оболочки сердца (~3%), пазух носа, суставов, заражение 

крови и других клинических форм, вызывающих тяжелые 

последствия для человека [1].

Распространенность инвазивных ПИ составляет от 10 до 

100 случаев на 100 тыс. населения. Вариабельность показа-

теля находится в зависимости от возраста пациентов, их со-

циально-экономических и генетических особенностей, а 

также различий статистического учета в разных странах [1]. 

Лечение внегоспитальных ПИ верхних и нижних дыхатель-

ных путей легкой и среднетяжелой степени тяжести при от-

сутствии осложнений проводят амбулаторно. Антибиотиками 

выбора являются пероральные формы амоксициллина, в т.ч. 

в комбинации с ингибиторами β-лактамаз при подозрении на 

смешанную этиологию пневмонии и поражений ЛОР-органов, 

а также цефалоспорины 2-го и 3-го поколений: цефуроксим, 

цефотаксим и цефтриаксон. Макролиды в комбинации с 

β-лактамами также рекомендуются для эмпирического лече-

ния внегоспитальной пневмонии [2].

Растущая устойчивость пневмококков к антибиотикам 

приводит к значительным сложностям в подборе эффектив-

ного лечения. 

Целью данной работы является анализ данных о распро-

странении в Российской Федерации резистентности 

S. pneumoniae к значимым антибактериальным препаратам, 

сравнение профилей чувствительности этого патогена в 

2004–2005 и 2014–2017 гг., интерпретация результатов с 

точки зрения их значимости для обоснования эффективной 

эмпирической терапии ПИ.

Материалы и методы

В работу включены результаты трех исследований, выпол-

ненных в 2004–2005 и 2014–2017 гг. 

В период 2004–2005 гг. исследованы клинически значи-

мые штаммы, выделенные в лабораториях лечебных учреж-

дений Москвы, Санкт-Петербурга, Ярославля, Томска, 

Иркутска (n = 582 в 2004 г. и n = 594 в 2005 г.) [3,4]. 

В 2014–2017 гг. исследованы клинически значимые штам-

мы (n = 519), выделенные в лабораториях лечебных учрежде-

ний 18 городов (ПеГАС) [5]. 

Оценка динамики антибиотикорезистентности учитывала, 

что до 2014 г. при определении чувствительности к антими-

кробным препаратам (АМП) использовались стандарты 

Института клинических и лабораторных стандартов (CLSI) [6]. 

С 2014 г. в России применяются национальные клиниче-

ские рекомендации по определению чувствительности ми-

кроорганизмов к АМП, которые базируются на стандартах 

Европейского комитета по определению чувствительности к 

антимикробным препаратам (EUCAST) [7]. 

Переход на новые стандарты определения чувствительно-

сти привел к некоторым изменениям методологии определе-

ния чувствительности S. pneumoniae, а также изменению по-

граничных значений для оценки клинической категории чув-

ствительности для ряда антибиотиков. В данном исследова-

нии для более объективной оценки роста антибиотикорези-

стентности оценивали динамику распределения чувствитель-

ных, умеренно чувствительных и устойчивых штаммов 

S. pneumoniae по минимальной подавляющей концентрации 

(МПК) для каждого АМП. 

Полученные данные сравнивали с «эпидемиологической 

точкой отсечения» – постоянным видовым признаком бакте-

рий, не зависящим от изменяющихся обстоятельств и пока-

зывающим наибольшее значение МПК микроорганизма, не 

имеющего фенотипически выявляемых приобретенных меха-

низмов резистентности к препарату. На основании эпидеми-

ологической точки отсечения выявляется принадлежность 

микроорганизма к «дикому» (не имеющему мутационных или 

других приобретенных механизмов устойчивости к конкрет-

ному антибиотику) или «недикому» типу (обладающему мута-

ционными или другими приобретенными механизмами устой-

чивости к конкретному антибиотику) [7].

Результаты исследования и их обсуждение

Динамика чувствительности к пенициллину 

Распределение МПК пенициллина к S. pneumoniae (%) 

представлено на рис. 1. «Эпидемиологическая точка отсече-

ния» – МПК ≤0,06 мг/л. 

На основании визуальной оценки можно заключить, что 

характер распределения МПК в отношении «дикой» популя-

ции изученных штаммов принципиально сходен. 

Из представленных данных видно, что доля штаммов, чув-

ствительных при увеличенной экспозиции, в 2014–2017 гг. 

значительно увеличилась. Если в 2004 и 2005 гг. доля чув-

ствительных к пенициллину штаммов составляла 92,6 и 90,2% 

соответственно, то в 2014–2017 гг. снизилась до 65,1%. МПК50 

выросла на 1 разведение, но находится в чувствительном диа-

пазоне, а МПК90 – в 5 раз, с 0,06 до 2 мг/л, что не может не 

вызывать тревоги. Значение МПК90, расположенное на грани-

це диапазонов чувствительности при увеличенной экспозиции 

и резистентности, свидетельствуют о снижении чувствитель-

ности пневмококков к данному препарату. 

Динамика чувствительности к ампициллину 

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤0,06 мг/л. 

Похожая ситуация складывается и с МПК ампициллина, од-

нако значение МПК90 находится в диапазоне резистентно-

сти (рис. 2). 

Если в 2004–2005 гг. доля чувствительных к ампициллину 

штаммов составляла 97 и 95% соответственно, то в 2014–

2017 гг. снизилась до 75%.

Динамика чувствительности к цефтриаксону

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤0,06 мг/л. 

Ситуация с чувствительностью к цефалоспоринам также из-
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Рис. 1. Распределение МПК пенициллина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 1. Distribution of penicillin MPC for S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 5. Распределение МПК эритромицина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 5. Distribution of erythromycin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 2. Распределение МПК ампициллина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig 2. Distribution of ampicillin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 6. Распределение МПК азитромицина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 6. Distribution of azithromycin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 3. Распределение МПК цефтриаксона для штаммов 

S. pneumoniae, %. 

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 3. Distribution of ceftriaxone MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 7. Распределение МПК кларитромицина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 7. Distribution of clarithromycin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 4. Распределение МПК цефтаролина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 4. Distribution of ceftaroline MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 8. Распределение МПК клиндамицина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 8. Distribution of MIC of clindamycin to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.



10

О.Ю.Филимонова и др. / Бактериология, 2023, т. 8, №4, с. 7–13

O.Yu.Filimonova at al. / Bacteriology, 2023, volume 8, No 4, с. 7–13

менилась (рис. 3). Видно, что доля штаммов, чувствитель-

ных к цефтриаксону при увеличенной экспозиции, в 2014–

2017 гг. значительно увеличилась (с 1,56% в 2004 г. до 

15,6% в 2014–2017 гг.). Если доля чувствительных к цефтри-

аксону штаммов в 2004 г. составляла 98%, то в 2005 г. она 

снизилась до 93,59%, а в 2014–2017 гг. – до 79%. Наблюдается 

аналогичная с пенициллином картина по изменению МПК50 и 

МПК90: МПК50 выросла на 1 разведение, но находится в чув-

ствительном диапазоне, а МПК90 – в 5 раз, с 0,06 до 2 мг/л, 

что не может не вызывать тревоги. 

Эти данные свидетельствуют о снижении чувствительно-

сти пневмококков к данному препарату. 

Динамика чувствительности к цефтаролину

Одним из цефалоспоринов, который показал хорошую 

активность в отношении пневмококков в исследовании 

ПеГАС 2014–2017 гг., был цефтаролин. Однако, если про-

следить динамику распространения резистентности к данно-

му препарату, то увидим, что когда цефтаролин стал при-

меняться в 2003–2004 гг., все штаммы были чувствительны. 

Но уже через 5 лет появились сведения о резистентных 

штаммах, доля которых составила 1,3% и к 2014–2017 гг. 

увеличилась до 1,9% (рис. 4). Сведения об «эпидемиологи-

ческой точки отсечения» цефтаролина в базе EUCAST от-

сутствуют. МПК50 за время использования препарата пока 

остается на одном уровне и составляет 0,008 мг/л. МПК90 

Рис. 9. Распределение МПК левофлоксацина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 9. Distribution of levofloxacin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 12. Распределение МПК линезолида для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig 12. Distribution of linezolid MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 10. Распределение МПК моксифлоксацина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 10. Distribution of moxifloxacin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 13. Распределение МПК тетрациклина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 13. Distribution of tetracycline MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 11. Распределение МПК ванкомицина для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 11. Distribution of vancomycin MIC to S. pneumoniae strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.

Рис. 14. Распределение МПК хлорамфеникола для штаммов 

S. pneumoniae, %.

А – гистограмма, Б – таблица со значениями по категориям чувстви-

тельности.

Fig. 14. Distribution of chloramphenicol MIC to S. pneumoniae 
strains, %.
A – histogram, B – table with values by sensitivity categories.
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выросла на 1 разведение, но находится в чувствительном 

диапазоне (0,125 мг/л). Появление резистентных штаммов 

указывает на необходимость дальнейшего мониторинга ре-

зистентности S. pneumoniae.

Динамика чувствительности к эритромицину

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК 

≤0,125 мг/л. Если в 2004–2005 гг. доля чувствительных к 

эритромицину штаммов составляла 95 и 93% соответствен-

но, то в 2014–2017 гг. снизилась до 73% (рис. 5). 

Отмечается рост количества штаммов с высокой рези-

стентностью (128 МПК). Хотя МПК50 (0,03) находится в чув-

ствительном диапазоне, по сравнению с 2004–2005 гг. она 

увеличилась на 2 разведения. Значение МПК90, расположен-

ное в зоне высокой резистентности, свидетельствует о неу-

клонном снижении чувствительности пневмококков к данно-

му препарату. Отмечается снижение чувствительности пнев-

мококков и к другим представителям 14- и 15-членных ма-

кролидов (рис. 6, 7).

Динамика чувствительности к клиндамицину 

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤0,25 мг/л. 

Представитель линкозамидов клиндамицин характеризо-

вался более высокой активностью по сравнению с макроли-

дами. Доля чувствительных изолятов составила 85,9% в 

2014–2017 гг., что на 10% ниже, чем в 2004–2005 гг. Однако 

значение МПК90 было равно 128 мг/л и соответствовало диа-

пазону устойчивости (рис. 8).

Динамика чувствительности к левофлоксацину, мок-

сифлоксацину 

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤2 мг/л и 

МПК ≤0,5 мг/л соответственно. На основании визуальной 

оценки можно заключить, что характер распределения МПК 

в отношении «дикой» популяции изученных штаммов прин-

ципиально сходен. Динамика распределения МПК за перио-

ды наблюдения, значения МПК50 и МПК90 не изменились и 

располагаются в чувствительном диапазоне, что свидетель-

ствует о сохранении высокой активности данных препаратов 

в отношении S. pneumoniae. Появление единичных рези-

стентных штаммов свидетельствует о необходимости мони-

торинга резистентности S. pneumoniae к данному классу 

АМП (рис. 9, 10).

Динамика чувствительности к ванкомицину, линезо-

лиду 

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤1 мг/л и 

МПК ≤4 мг/л соответственно. На основании визуальной 

оценки можно заключить, что характер распределения МПК 

в отношении «дикой» популяции изученных штаммов прин-

ципиально сходен. Динамика распределения МПК за перио-

ды наблюдения, значения МПК50 и МПК90 не изменились и 

располагаются в чувствительном диапазоне, что свидетель-

ствует о сохранении высокой активности данных препаратов 

в отношении S. pneumoniae. Все исследованные штаммы, 

резистентные к β-лактамам, макролидам, линкозамидам и 

респираторным фторхинолонам, были чувствительны к дан-

ным препаратам (рис. 11, 12).

Динамика чувствительности к тетрациклину 

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤1 мг/л. 

На основании визуальной оценки можно заключить, что ха-

рактер распределения МПК в отношении «дикой» популяции 

изученных штаммов принципиально сходен. На протяжении 

всех лет в России сохраняется высокий уровень резистент-

ности пневмококков к тетрациклину (рис. 13).

Динамика чувствительности к хлорамфениколу 

«Эпидемиологическая точка отсечения» – МПК ≤8 мг/л. К 

хлорамфениколу были чувствительны 98,2% штаммов в 

2014–2017 гг., что выше по сравнению с периодом 2004–

2005 гг. Значения МПК50 и МПК90 снизились на 1–2 разведе-

ния и соответствуют диапазону чувствительности, в отличие 

от 2004–2005 гг. Скорее всего, это связано с тем, что небла-

гоприятный профиль безопасности ограничивает примене-

ние данного препарата для терапии пневмококковых менин-

гитов, за исключением случаев, когда нет альтернативы 

(рис. 14).

Полученные данные согласуются с результатами иссле-

дований ПеГАС (2004–2005 гг.), SOAR (2014–2016 гг.) [8, 9]. 

При анализе информации «Карты антибиотикорезистентно-

сти России» за 2014–2017 гг. также отмечены существенные 

изменения в чувствительности пневмококков по сравнению 

с более ранними периодами времени 2004–2005 гг. [10]. В 

2004–2005 гг. наиболее активными препаратами в отноше-

нии S. pneumoniae были β-лактамы, макролиды, линкозами-

ды, левофлоксацин, моксифлоксацин, хлорамфеникол и 

ванкомицин. Высокая резистентность наблюдалась к тетра-

циклину, котримоксазолу. 

В 2004–2005 гг. проблема пенициллин-резистентных 

пневмококков была не так актуальна для России, процент 

устойчивых штаммов достигал 7–9%. В этот же период вре-

мени отмечен рост резистентности S. pneumoniae к пеницил-

лину: в США – 21,2% [11], в Испании – 22,9% [12], в Японии – 

44,5% [13].

В 2004–2005 гг. в РФ наблюдалась относительно низкая 

частота резистентности S. pneumoniae к макролидам – 2–7%. 

А в то же время уровень устойчивых штаммов к этой группе 

антибактериальных препаратов достигал в США 29,3%, в 

Испании – 81,3%, в Японии – 81,9% [11–13]. 

В 2014–2016 гг. ситуация в РФ изменилась в худшую сто-

рону: чувствительными к пенициллину по критериям EUCAST 

были только 65% штаммов S. pneumoniae. По данным меж-

дународного исследования TEST (2015–2017 гг.), уровень 

чувствительности к пенициллину в мире варьировал от 

29,9% в Азии до 67,6% в Европе и в среднем составил 61,7% 

[14]. Для сравнения, результаты международного исследо-

вания SOAR (2014–2016 гг.) показали уровень чувствитель-

ности к пенициллину в Чехии – 99,5% [15], в Греции – 88,9% 

[16], в Болгарии – 86,6% [17], в Румынии – 22,2% [17], доля 

чувствительных к пенициллину штаммов в России составила 

67% [9]. 

Уровень нечувствительных пневмококков к макролидам в 

РФ в период 2014–2015 гг. составил 28–31%. По данным ис-

следования SOAR (2014–2016 гг.), резистентность 

S. pneumoniae к эритромицину в Чехии составила 10% [15], 

в Болгарии – 24,4% [17], в Греции – 50,5% [16], в Румынии – 

72,1% [17].
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Заключение

Таким образом, анализ данных о распространении в 

Российской Федерации резистентности S. pneumoniae к зна-

чимым антибактериальным препаратам и сравнение профи-

ля чувствительности микроорганизма в 2004–2005 гг. и 

2014–2017 гг. показали:

β-лактамные АМП. Доля чувствительных штаммов снизи-

лась (пенициллин –  с 90 до 65%, ампициллин –  с 97 до 75%, 

цефтриаксон –  с 96 до 79%). Возросла доля пневмококковых 

штаммов, чувствительных при увеличенной экспозиции к 

β-лактамным АМП (пенициллин –  с 8 до 29%; ампициллин – с 

1,7 до 11%, цефтриаксон –  с 4 до 15%).

МПК90 у пенициллина и цефтриаксона значительно вырос-

ла – в 5 раз, с 0,06 до 2 мг/л, и находится на границе диапа-

зонов чувствительности при увеличенной экспозиции и рези-

стентности, что не может не вызывать тревоги.

Значение МПК90 ампициллина находится в диапазоне ре-

зистентности. 

Цефтаролин показал хорошую активность к пневмокок-

кам. Однако появление резистентных штаммов указывает на 

необходимость дальнейшего мониторинга резистентности 

S. pneumoniae.

Макролиды. Прослеживается неуклонное снижение чув-

ствительности пневмококков к макролидам. Отмечается рост 

количества штаммов с высокой резистентностью (128 МПК). 

Значение МПК90, расположенное в зоне высокой резистент-

ности, свидетельствует о неуклонном снижении чувствитель-

ности пневмококков к данной группе препаратов.

Монотерапия макролидами будет недостаточно эффектив-

на при лечении инфекций, вызванных резистентными к пени-

циллину пневмококками. 

Респираторные фторхинолоны (левофлоксацин, мок-

сифлоксацин) характеризуются высокой активностью в от-

ношении S. pneumoniae. Динамика распределения МПК за 

периоды наблюдения, значения МПК50 и МПК90 не изменились 

и располагаются в чувствительном диапазоне, что свидетель-

ствует о сохранении высокой активности данных препаратов 

в отношении S. pneumoniae. Появление единичных резистент-

ных штаммов свидетельствует о необходимости мониторинга 

резистентности S. pneumoniae к данному классу АМП.

Ванкомицин и линезолид продемонстрировали самую вы-

сокую активность в отношении всех исследованных штам-

мов. Динамика распределения МПК за периоды наблюдения, 

значения МПК50 и МПК90 не изменились и располагаются в 

чувствительном диапазоне, что свидетельствует о сохране-

нии высокой активности данных препаратов в отношении 

S. pneumoniae. Все исследованные штаммы, резистентные к 

β-лактамам, макролидам, линкозамидам и респираторным 

фторхинолонам, были чувствительны к данным препаратам.

Следует отметить, что определение чувствительности 

S. pneumoniae к антибиотикам имеет определенные методо-

логические особенности и не всегда выполнимо в практиче-

ских микробиологических лабораториях. Получение досто-

верных данных по антибиотикорезистентности этих микро-

организмов возможно в рамках многоцентровых исследова-

ний с централизованным определением чувствительности 

выделенных возбудителей референтным методом (методом 

микроразведений). Кроме того, антибиотикорезистентность 

существенно различается в разных странах и географиче-

ских регионах, что во многом зависит от практики примене-

ния антибиотиков, вакцинации, климатических и миграцион-

ных факторов.

Поэтому мониторинг устойчивости клинических штаммов 

S. pneumoniae к противомикробным препаратам является 

основой для создания и оптимизации рекомендаций по эмпи-

рической терапии. Анализ динамики распространения рези-

стентных изолятов S. pneumoniae позволяет выбрать опти-

мальное лечение и улучшение исходов ведения больных с 

пневмококковой инфекцией. 
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Конструирование мультиэпитопной 

субъединичной вакцины против бруцеллеза 

с помощью методов обратной вакцинологии
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Бруцеллез – это широко распространенное в мире зоонозное заболевание, поражающее как животных, так и челове-
ка. Вакцинация является одной из мер по борьбе с распространением данной инфекции. Использование новых био-
информационных подходов к разработке вакцин может позволить получить безопасный и эффективный препарат в 
короткие сроки. В нашей работе мы создали прототип мультиэпитопной вакцины против бруцеллеза с помощью 
методов обратной вакцинологии. Она содержит эпитопы для цитотоксичесих и хелперных Т-клеток, В-эпитопы, 2 адъ-
ювантные молекулы, разделенные линкерами, и специфический таг. В ходе исследования были оценены физико-
химические, антигенные и другие свойства вакцины. Создана трехмерная модель белка, с помощью которой пред-
сказана способность связывания и динамическое поведение вакцины с рецепторами иммунных клеток.
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Brucellosis is a widespread zoonotic disease worldwide, affecting both animals and humans. Vaccination is one of the measures 
to combat the spread of this infection. The use of new bioinformatic approaches to vaccine development can make it possible 
to obtain it safe and effective in a short time. In our work, we created a prototype of a multi-epitope vaccine against brucellosis 
using reverse vaccinology methods. It contains epitopes for cytotoxic and helper T cells, B epitopes, 2 adjuvant molecules 
separated by linkers and a specific tag. The study assessed the physicochemical, antigenic, and other properties of the vaccine. 
A three-dimensional protein model was created, which was used to predict the binding ability and dynamic behavior of the 
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П
андемия COVID-19 показала, что иммунизация являет-

ся одной из наиболее эффективных мер по охране 

общественного здоровья. Согласно данным Всемирной 

организации здравоохранения, она позволяет спасти еже-

годно до 3 млн жизней [1]. Кроме того, вакцинация, наряду с 

другими методами профилактики инфекционных заболева-

ний, позволяет существенно сократить расходы государства 

на здравоохранение, повысив при этом качество жизни 

населения.

Бруцеллез является одним из заболеваний, наносящих 

существенный экономический урон в сельском хозяйстве; он 

связан не только с заболеванием и гибелью животных, но и 

с запаздыванием диагностики у людей из-за подострого на-

чала, неспецифической клинической картины и, как след-

ствие, хронизации инфекции и инвалидизации контактных 

лиц. Вакцинация традиционными живыми аттенуированны-

ми вакцинами позволяет ограничить распространение забо-

левания, однако обладает и недостатками, включая остаточ-
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ную вирулентность, осложнение диагностики и ряд противо-

показаний к применению [2].

Использование новых биоинформационных подходов к 

разработке вакцин позволит не только избежать указанных 

недочетов, но и заранее предсказать эффективность вак-

цин, а также существенно сократить время и средства при 

их создании, производстве и тестировании [3].

Применение обратной вакцинологии (ОВ) при выборе 

вакцины-кандидата против различных целевых бактериаль-

ных и вирусных патогенов признано во всем мире. Первой 

лицензированной вакциной, созданной с помощью методов 

ОВ, была вакцина против Neisseria meningitidis серогруппы B 

(Bexsero, GSK Vaccines) [4], которая успешно применяется 

на практике уже много лет. В настоящее время находятся на 

различных стадиях разработки вакцины против SARS-CoV-2, 

Acinetobacter baumannii, Campylobacter jejuni, Mycobacterium 

tuberculosis, Shigella flexneri, Staphylococcus aureus и других 

инфекций [5].

В связи с низкой иммуногенностью моновалентных вакцин 

все большую популярность приобретает подход конструиро-

ванпия мультиэпитопных вакцин (МЭВ), включающих эпито-

пы различных иммунодоминантных белков патогена, пере-

крывающих большой спектр иммунных реакций и уменьшаю-

щих вероятность гомологии цельного белка микроорганизма 

с белками человека. Эти вакцины, как правило, включают 

антигенные детерминанты как клеточного, так и гуморально-

го иммунитета, а также адъювантные молекулы в составе 

одного синтетического или рекомбинантного белка. При кон-

струировании и прогнозировании эффективности МЭВ ис-

пользуется большое количество компьютерных программ и 

баз данных, включающих различные алгоритмы расчета, по-

зволяющие поэтапно проводить отбор компонентов вакцины 

и оценку их качества. Применение биофизических подходов 

при разработке вакцин in silico, таких как молекулярный до-

кинг и анализ молекулярно-динамического моделирования, 

позволяет предсказать способность связывания и динамиче-

ское поведение вакцины с рецепторами иммунных клеток.

В последние годы было предпринято несколько попыток 

создания МЭВ против бруцеллеза методами ОВ (на основе 

эпитопов белков Brucella Omp19, Omp22, Omp28, Omp31, 

BLS, DnaK, L7/L12 и других), однако ни одна из них не была 

реализована и не прошла клинические испытания [6, 7].

Целью данного исследования являлось конструирование 

прототипа новой мультиэпитопной субъединичной вакцины 

против бруцеллеза методами обратной вакцинологии (ОВ).

Материалы и методы

Для анализа были использованы последовательности 

протеомов 10 штаммов бруцелл: Brucella abortus bv. 1 str. 

9-941 (UP000000540), B. abortus 2308 (UP000002719), 

B. abortus 544 (UP000013221), B. abortus str. 63/75 

(UP000028790), B. melitensis bv. 3 str. Ether (UP000028783), 

B. melitensis biotype 1 (str. 16M / ATCC 23456) (UP000028788), 

B. melitensis bv. 2 str. 63/9 (UP000028806), B. suis biovar 1 

(strain 1330) (UP000029041), B. suis (Thompsen) 

(UP000029006), B. canis (strain ATCC 23365 / NCTC 10854) 

(UP000001385), а также человека (Homo sapiens 

(UP000005640)), мыши (Mus musculus (UP000000589)), круп-

ного рогатого скота (Bos taurus (UP000009136)), козы (Capra 

hircus (UP000291000)), овцы (Ovis aries (UP000002356)), сви-

ньи (Sus scrofa (UP000008227)) и собаки (Canis lupus familiaris 

(UP000002254)), полученные в базе данных UniProt (http://

www.uniprot.org/proteomes).

Этапы работы по конструированию и валидации МЭВ ука-

заны на рис. 1.

Выбор белка и предиктивная оценка его свойств 

с помощью методов обратной вакцинологии

Отбор кандидатных бруцеллезных белков проводился ме-

тодами ОВ, как было описано ранее [8]. С помощью анализа 

протеома штамма B. abortus bv. 1 str. 9-941 (UPID: 

UP000000540) программой PSORTdb4.0 (https://db.psort.org) 

был предсказан ряд поверхностных бруцеллезных белков, 

для которых с помощью 24 компьютерных программ была 

проведена предиктивная оценка их физико-химических, ан-

тигенных, иммуногенных и других свойств, а также опреде-

лен уровень гомологии с белками человека и его микробио-

ты. Для белков с лучшими вычисленными показателями в 

ходе биоинформатического анализа, а также белков, выбран-

Отбор белков / Protein selection

Валидация качества МЭВ / Validation of MEV quality

Конструированик МЭВ / Construction of MEV

Консервативность / Conservative

Отбор эпитопов / Epitope selection Иммунная симуляция модели МЭВ / Immune simulation of the MEV model

Обратная вакцинология / 
Reverse vaccinology

Физико-химические и иммуногенные 
свойства / Physicochemical and 

immunogenic properties
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Эпитопы / 
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ТАГ / 
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Molecular docking
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Immune simulation

Данные литературы / 
Literature data

Моделирование и улучшение 
структуры / Modeling and improvement 

of structure

Рис. 1. Этапы конструирования и валидации МЭВ.

Fig. 1. Stages of design and validation of MEV.
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ных по результатам анализа литературы, было проведено 

множественное выравнивание аминокислотных последова-

тельностей (АП) с протеомами 10 штаммов патогенных для 

человека видов бруцелл в программах Clustal Omega (https://

www.ebi.ac.uk/) и BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/).

Прогнозирование и оценка эпитопов для целей 
включения в состав вакцины против бруцеллеза

Для целей конструирования МЭВ с помощью программно-

го обеспечения рассчитывали Т- и В-клеточные эпитопы в 

составе отобранных бруцеллезных белков. Среди Т-эпитопов 

отдельно определяли CD8+ T-эпитопы (ЦТЭ), активирующие 

цитотоксические Т-лимфоциты, и CD4+ T-эпитопы (ТХЭ), 

активирующие Т-хелперы. Отбор Т-эпитопов из бруцеллез-

ных белков проводился с учетом полиморфизма главного 

комплекса гистосовместимости (МНС) на территории 

Российской Федерации (РФ). С помощью базы данных ча-

стот аллелей (Allele Frequencies Net Database/AFND) (http://

www.allelefrequencies.net/) были отобраны наиболее часто 

встречающиеся аллели HLA класса I (A*(01, 02, 03, 11, 24, 

30), B*(07, 08, 13, 15, 18, 35, 40, 44, 49, 51), C*(03, 04, 06, 07, 

08, 12))) и II (DRB1*(01, 04, 07, 11, 12, 13, 15), DQA1*(01, 02, 

03, 05), DQB1*(02, 03, 05, 06), DPA1*(01), DPB1*(02, 04)) у на-

селения в 53 субъектах РФ, выборка составила 15 490 чело-

век. С помощью компьютерных программ определялись 

ЦТЭ и ТХЭ, имеющие высокое сродство связывания к каж-

дому из отобранных человеческих лейкоцитарных антигенов 

HLA класса I и II соответственно, затем определялись допол-

нительные характеристики, косвенно указывающие на высо-

кую степень вероятности активации Т-клеточного рецептора 

выбранными эпитопами в комплексе пептид/MHC.

В-клеточные рецепторы распознают не только линейные, 

но и конформационные эпитопы, поэтому для вычисления 

В-эпитопов (ВЭ) в качестве исходных данных использова-

лись не только аминокислотные последовательности бел-

ков, представленные в формате FASTA (база данных 

UniProt), но также последовательности структур бруцеллез-

ных белков, определенные как кристаллографией (RCSB 

Protein Data Bank/RCSB PDB) (https://www.rcsb.org/), так и 

вычисленные компьютерным анализом (AlphaFold Protein 

Structure Database/AlphaFoldDB) (https://alphafold.com/), со-

храненные в формате PDB. ВЭ вычислялись с помощью не-

скольких серверов с учетом таких свойств пептидов, как ги-

дрофильность, гибкость, доступность, полярность, экспони-

рование на поверхности, антигенность и наличие поворотов, 

и ранжировались по величине комбинированной оценки.

Предсказанные ЦТЭ, ТХЭ, ВЭ с лучшими ранговыми 

оценками подвергались дополнительному скринингу. С по-

мощью методов биоинформатики рассчитывались физико-

химические свойства (молекулярная масса, изоэлектриче-

ская точка (pI), заряд, индекс нестабильности, алифатиче-

ский индекс, среднее значение гидропатии (GRAVY), 

(ProtParam (https://web.expasy.org/), значения гидрофобно-

сти, гидрофильности (Peptide2 (https://www.peptide2.com/), 

Proteomics tools (http://www.innovagen.com/)), консерватив-

ность для белка (Epitope Conservancy Analysis (http://tools.

iedb.org/), растворимость (SolPro (http://scratch.proteomics.

ics.uci.edu/), Protein-Sol (https://protein-sol.manchester.ac.uk/)), 

иммуногенные свойства пептидов (иммуногенность (Class I 

Immunogenicity, CD4episcore (http://tools.iedb.org/), антиген-

ность (ANTIGENpro (http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/), 

VaxiJen v2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/), аллергенность 

(AlgPred2 (https://webs.iiitd.edu.in), AllerCatPro 2.0 (https://

allercatpro.bii.a-star.edu.sg/), AllerTOP v.2.0, (http://www.ddg-

pharmfac.net/), токсичность (ToxDL (http://www.csbio.sjtu.edu.

cn/), ToxinPred (https://webs.iiitd.edu.in/)), вероятность индук-

ции провоспалительного (PIP-EL (http://www.thegleelab.org/)), 

противовоспалительного ответов (PreAIP (http://kurata14.bio.

kyutech.ac.jp/)), γ-интерферон (ИФН-γ), интерлейкины ИЛ-1, 

-4, -6, -10, синтез антител классов A, G, E (IFNepitope, 

IL2Pred, IL4Pred, IL-6Pred, IL10Pred, IL-13Pred, IgPred (https://

webs.iiitd.edu.in/)), отсутствие гомологии (с белками челове-

ка, микробиоты кишечника человека (HMMER 3.4 (https://

www.ebi.ac.uk/), PBIT (http://www.pbit.bicnirrh.res.in/), (Ensembl 

(https://www.ensembl.org/), BLASTp, порог идентичность 

>50%, покрытие >50%, E-значение <0,005), а также степени 

покрытия внутрипопуляционного полиморфизма HLA при 

применении выбранных эпитопов (CD4episcore, Population 

Coverage (http://tools.immuneepitope.org/), NetCTLpan-1.1 

(https://services.healthtech.dtu.dk/)).

В качестве наиболее вероятных кандидатов на включение 

в состав МЭВ рассматривались неаллергенные, нетоксич-

ные, негомологичные белкам человека и животных пептиды 

с максимальными показателями иммуногенности, антиген-

ности, связывающие наибольшее число аллельных вариан-

тов антигенов HLA, обладающие гидрофильностью, высокой 

растворимостью, а также рядом других показателей.

Вычисление эпитопов для цитотоксических 
Т-лимфоцитов

ЦТЭ, длиной 9 аминокислотных остатков (аа), в белковых 

последовательностях предсказывали с помощью серверов 

NetMHCpan-4.1.a. (https://services.healthtech.dtu.dk/) и MHC-I 

Binding Predictions v.2.24 (http://tools.immuneepitope.org/), где 

пептиды, имеющие сродство к антигенам HLA класса I 

(часто встречающихся на территории РФ аллелей), с ранго-

вой оценкой <0,5% определялись как «сильные связываю-

щие» эпитопы и отбирались для дальнейшего анализа. В 

программах NetCTLpan 1.1, MHC-I Processing Predictions 

(http://tools.immuneepitope.org/), T cell class I (https://nextgen-

tools.iedb.org/) вычислялась комбинированная оценка для 

каждого пептида, включающая аффинность связывания с 

молекулами HLAI (порог концентрации полумаксимального 

ингибирования IC50 <50 нМ для сильно связывающих, 50–

500 нМ для средне связывающих HLAI эпитопов), эффектив-

ность протеасомального расщепления C-конца пептида 

(>0,225) и его транспорта антигена транспортером, связан-

ным с процессингом белкового комплекса (TAP) (>0,05). 

Среди ТЦЭ с полученной ранговой оценкой <1,0% (NetCTLpan 

1.1) или эпитопов с общей оценкой >0 и IC50 <200 нМ (T cell 

class I) проводился отбор пептидов на основе прогноза их 

физико-химических и иммуногенных свойств, гомологии с 

белками человека, а также с учетом общего числа антиге-

нов HLAI, к которому имеет сродство эпитоп.

Прогнозирование эпитопов для Т-хелперов
ТХЭ, длиной 15 аа, в белковых последовательностях 

предсказывали с помощью серверов NetMHCIIpan 4.0 (https://
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services.healthtech.dtu.dk/) и MHC-II Binding Predictions (http://

tools.immuneepitope.org/), где пептиды, имеющие сродство к 

антигенам HLA класса II (часто встречающихся на террито-

рии РФ аллелей), с ранговой оценкой (Rank_EL) <1% опре-

делялись как сильные, а 1–5% – как слабые связывающие 

эпитопы. Также учитывался показатель прогнозируемого 

сродства связывания IC50 (<50нМ) и ранг сродства по срав-

нению с набором из случайных природных пептидов (Rank_

BA <1). Среди данных эпитопов с помощью программ, ука-

занных выше, исключались аллергены, токсичные пептиды, 

гомологи белков человека и микробиоты кишечника, неан-

тигены (оценка Vaxijen <0,4), пептиды с низкой иммуногенно-

стью (комбинированная оценка CD4episcope с учетом срод-

ства к 7 вариантам HLAII). Для оставшихся эпитопов оцени-

валась вероятность продукции цитокинов иммунными клет-

ками после активации рецепторов комплексом пептид/HLA 

II. Отбирались ТХЭ преимущественно с гидрофильными 

свойствами, растворимые в воде, с учетом максимального 

охвата аллель-специфических вариаций рестрикции эпито-

пов к HLA II.

Прогнозирование B-клеточных эпитопов
Линейные В-эпитопы бруцеллезных белков рассчитыва-

лись с помощью программ Bcepred, IgPred, ABCpred, Lbtope 

(https://webs.iiitd.edu.in/), SVMTriP (http://sysbio.unl.edu/), 

BepiPred-2.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/), с пороговыми 

значениями оценок (score), установленными по умолчанию. 

Конформационные В-эпитопы определялись с помощью 

программы ElliPro (http://tools.iedb.org/), баз данных RCSB 

PDB и AlphaFoldDB. Для ВЭ с наиболее высокими ранговы-

ми оценками рассчитывались дополнительные параметры, 

указанные выше. ВЭ, не имеющие гомологии с белками че-

ловека, с оптимальными значениями физико-химических и 

иммуногенных показателей отбирались для включения в 

МЭВ.

Конструирование МЭВ

В состав МЭВ включались Т- и В-клеточные эпитопы с 

лучшими оценочными показателями, разделенные линкера-

ми (KK для В-эпитопов, AAY – для ЦТЭ, GPGPG – для ТХЭ, 

EAAAK – для адъювантов, HEYGAEALERAG – между ТЦЭ и 

ТХЭ, RVRR – перед полигистидиновым тагом), а также адъ-

ювантные последовательности на N-конце, полигистидино-

вый таг на С-конце полипептидной цепи.

Предсказание физико-химических и иммуногенных 

свойств МЭВ

С помощью компьютерных программ рассчитаны следую-

щие характеристики МЭВ: молекулярная масса, аминокис-

лотный состав, заряд, pI, коэффициент молярной экстинк-

ции, заряд белка, индекс нестабильности, алифатический 

индекс, GRAVY, время полужизни белка при экспрессии в 

E. coli, дрожжах, клетках млекопитающих (ProtParam), рас-

творимость (SOLpro, Protein-Sol, Innovagen, CCSOL), анти-

генность (VaxiJen v.2.0, ANTIGENpro), протективность 

(Vaxign-ML (https://violinet.org/)), аллергенность (AllerTOP 

v.2.0, AllergenFP v.1.0, AlgPred2), токсичность (ToxDL, 

ToxinPred2), общая иммуногенность белков (Class I 

Immunogenicity IEDB).

Прогнозирование структуры МЭВ

Вторичная структура МЭВ
Вторичная структура МЭВ вычислялась с помощью про-

грамм PSIPRED (http://www.bioinf.cs.ucl.ac.uk/), SSpro8 

(https://scratch.proteomics.ics.uci.edu/), Phyre2 (http://www.sbg.

bio.ic.ac.uk/), RaptorX Property (http://raptorx2.uchicago.edu/). 

Прогнозировалось расположение основных структур (8 

классов: 310-, α-, π-спирали, β-лист, β-мост, поворот, изгиб, 

катушка), полярных молекул, неупорядоченных участков 

(DISOPRED3).

Моделирование третичной структуры МЭВ, структур-
ные улучшения и валидация качества модели

Моделирование третичной структуры белка выполнено в 

программах RoseTTAFold (https://robetta.bakerlab.org/), 

IntFOLD (https://www.reading.ac.uk/), I-TASSER (https://

zhanglab.dcmb.med.umich.edu/). Оценка качества моделей 

проводилась в программах MolProbity (http://molprobity.

biochem.duke.edu/), SAVES v6.0 (ERRAT, VERIFY, PROCHECK) 

(https://saves.mbi.ucla.edu/), ProSA-web (https://prosa.services.

came.sbg.ac.at/), Structure Assessment (https://swissmodel.

expasy.org/).

Улучшения качества модели осуществляли в программах 

GalaxyRefine (https://galaxy.seoklab.org/), 3Drefine 

(https://3drefine.mu.hekademeia.org/), ReFOLD3, ModFOLD9 

(https://www.reading.ac.uk/), ModRefiner (https://zhanggroup.

org/). PREFMD (https://feig.bch.msu.edu/). 3D-модели визуали-

зировали с помощью программы ChimeraX (https://www.rbvi.

ucsf.edu/).

Минимизация энергии МЭВ
Энергетическую минимизация с помощью силового поля 

выполняли в программе YASARA Energy Minimization Server 

(http://www.yasara.org/), где корректировались цис-пептидные 

связи и неправильные изомеры боковой цепи. Минимизация 

останавливалась, как только энергия снижалась менее чем 

на 0,05 кДж/моль на атом в течение 200 шагов. Показатель 

энергии в программе представляет собой сумму энергии 

силового поля (исключая воду) и неявной энергии сольвата-

ции (метод быстрых граничных элементов) и демонстрирует 

то, на сколько стандартных отклонений качество структуры 

отличается от типичной рентгеновской структуры с высоким 

разрешением.

Определение конформационных эпитопов

Конформационные В-эпитопы вычислялись в программе 

Ellipro (http://tools.iedb.org/), учитывались пептиды с оценоч-

ным показателем >0,5.

Иммунная симуляция МЭВ

Молекулярный докинг МЭВ с иммунными рецепторами
Молекулярный докинг модели МЭВ со структурами TLR-

1,2,3,4,6, HLA-A*02:01 и HLA-DRB1*01:01 осуществлялся в 

программах ClusPro2 (https://cluspro.org/), HawkDock (http://

cadd.zju.edu.cn/) и HDOCK (http://hdock.phys.hust.edu.cn/) в 

три последовательных этапа: стыковка твердых тел, класте-

ризация структур с наименьшей энергией и структурные 

улучшения за счет минимизации энергии. Модели ранжиро-

вались по наименьшему энергетическому рейтингу и макси-



18

В.И.Дятлова / Бактериология, 2023, т. 8, №4, с. 14–27

V.I.Dyatlova / Bacteriology, 2023, volume 8, No 4, с. 14–27

мальному числу точек стыковки. Для анализа отбирались в 

большинстве случаев модели с наименьшим рангом, учиты-

вая сбалансированный оценочный показатель.

Симуляция молекулярной динамики стыковочного 
комплекса

Динамическое моделирование проводилось для опреде-

ления стабильности белкового комплекса МЭВ/TLR-4 в раз-

личных термобарических условиях. Для этого первоначаль-

но выполнялась минимизация энергии прогнозируемой вак-

цины в программе YASARA Energy Minimization Server. На 

сервере PRODIGY (https://bianca.science.uu.nl/) определя-

лись прогнозируемые аффинность связывания (свободная 

энергия Гиббса (ΔG)) комплекса, константа диссоциации 

(Kd), количество и тип межмолекулярных контактов в преде-

лах предельного расстояния 5,5 Å, доля заряженных и непо-

лярных аминокислот на невзаимодействующей поверхно-

сти.

Моделирование молекулярной динамики комплекса МЭВ/

TLR-4 проводили в программе MDWeb (https://mmb.

irbbarcelona.org/). Метод моделирования основан на хорошо 

известных программах, таких как Amber, NAMD и Gromacs, 

а также включает ряд инструментов анализа траекторий. В 

MDWeb определяются недостатки структуры, такие как аль-

тернативное местоположения остатка, разрывы последова-

тельности, столкновения атомов, неправильная хираль-

ность, необычная конфигурация цис-пептидных связей, дис-

ульфидные связи, вставки, структуры, содержащие нуклеи-

новые кислоты, металлы, лиганды.

Анализ нормальной моды (normal mode analysis/NMA) 

проводили на сервере iMODS (https://imods.iqfr.csic.es/), осу-

ществляющем расчет вероятных движений комплекса на 

основе специализированных параметров, включая B-фактор, 

среднеквадратичное отклонение позиции атомов (RMSD), 

деформируемость комплекса, значения ковариации и упру-

гости модели, обеспечивающие минимизацию энергии, мо-

лекулярную стабильность и подвижность атомов.

Также использовался веб-инструмент для анализа гибко-

сти белков FlexServ (https://mmb.irbbarcelona.org/),  включаю-

щий в себя протоколы для вычисления динамики белков 

(определение базового геометрического анализа, B-факто-

ра, существенную динамику, анализ жесткости, меры кол-

лективности, индексы Линдеманна, корреляцию остатков, 

цепную корреляцию, определение динамической области, 

обнаружение шарнирных точек) с использованием 3 типов 

моделирования, включающих анализ нормального режима, 

броуновскую и дискретную динамику.

В программе MDdMD (https://mmb.irbbarcelona.org/) прово-

дили поиск путей конформационного перехода комплекса с 

помощью дискретного молекулярно-динамического модели-

рования, основанного на сочетании методов существенной 

динамики и методов выборки Максвелла–Демона.

Симуляция иммунного ответа против МЭВ
Программа C-ImmSim (https://kraken.iac.rm.cnr.it/) исполь-

зовалась с целью компьютерного иммунологического моде-

лирования клеточных и гуморальных реакций, возникающих 

против антигенной вакцины. Сервер использует антигенные 

пептидные последовательности и рецепторы лимфоцитов 

для имитации иммуногенных ответов. В этом исследовании 

применялся стандартный клинический протокол с четырех-

недельным периодом между двумя дозами для проведения 

Таблица 1. Предсказанные эпитопы бруцеллезных белков для ТЦЭ

Table 1. Predicted CTL epitopes of brucella proteins
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Ц1 AERLAVEAW 189 Q57FW8 0,11 1,4 0,46 0,19 0,78 3 B44 0,97 15,7

Ц2 FQSDDNFQV 439 Q2YR58 -0,94 1,1 0,12 0,02 0,6 6 A2 0,89 7,5

Ц3 GAYGYRLYK 3049 A0A0H
3GGE2

-0,83 0,8 0,27 0,07 1,15 4 A11 0,92 5,2

Ц4 IPFDDISGY 468 Q2YR58 0,08 1,3 1,18 0,09 0,55 7 B35 0,99 6,2

Ц5 KEIGWTPSL 435 A0A7U
8PLF0

-0,39 1,5 0,48 0,22 0,82 6 B40 0,99 8,2

Ц6 RLSAGFDVF 498 Q2YRQ2 0,69 1,4 1,14 0,17 0,97 2 B15 0,72 13

Ц7 RPVRGRRGL 673 Q57DM9 -1,38 1,4 0,37 0,21 0,98 1 B7 0,98 3,5

Ц8 RVRARALAL 16 Q2YNI2 0,41 1,5 0,51 0,16 0,96 6 B7 0,91 5,4

Ц9 YAMRATLVY 119 A0A0H
3GGE2

0,63 1,5 1,28 0,08 0,52 9 B35 0,99 2,1

Ц10 YRFNESVRL 621 Q2YIK8 -0,81 1,6 0,50 0,03 0,6 2 C6 0,96 16,5

Ц11 YFDLNFYRF 367 Q57E55 -0,21 1,4 1,01 0,16 2,3 7 C4 0,94 39

ИМ – иммуногенность, АГ – антигенность, HLAImax – антиген с наибольшим сродством к пептиду, Протеос. – прогноз протеосомального С-терминального 
расщепления пептида; ТАР – показатель эффективности связывания с ТАР; IC50 – концентрация полумаксимального ингибирования; жирным выделены 
«индукторы» ИФН-γ; подчеркнуты пептиды, растворимые в воде, сд – содержащий домен.
ИМ – immunogenicity, АG – antigenicity, HLAImax – antigen with the highest affinity for the peptide, Протеос. – prediction of proteasomal C-terminal cleavage of the peptide; 
TAP – an indicator of the efficiency of binding to TAP; IC50 – concentration of half-maximal inhibition; “inducers” of ИНФγ – highlighted in bold; Water-soluble peptides with a 
CD-containing domain are underlined.
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иммунной симуляции разработанной вакцинной конструкци-

ей. Для анализа были выбраны наиболее распространенные 

аллели HLA-A*01:01, 02:01, B*07:02, 13:02, DRB1*01:01, 

04:01. Иммунная симуляция проводилась с использованием 

настроек по умолчанию для 1000 шагов.

Клонирование МЭВ in silico. Оптимизация кодонов 

для экспрессии в системе E. coli
С целью клонирования белка в системе E. coli в програм-

ме Codon Adaptation Tool (https://www.jcat.de/) была вычисле-

на и оптимизирована нуклеотидная последовательность 

гена, выбран вектор для экспрессии с Т7 промотором, опре-

делены условия культивирования и очистки белка.

Результаты исследования и их обсуждение

Выбор белка и предиктивная оценка его свойств 

с помощью методов обратной вакцинологии

Методами обратной вакцинологии предсказано 45 по-

верхностных бруцеллезных белков, имеющих вакцинный 

потенциал. Кроме того, по данным литературы было отобра-

но еще 46 бруцеллезных белков, проявляющих протектив-

ные свойства в случаях экспериментального бруцеллеза [8]. 

Множественное выравнивание аминокислотных последова-

тельностей подтвердило консервативность 91 отобранного 

белка для патогенных для человека видов бруцелл. 

Большинство отобранных белков относятся к группам транс-

портеров (АТФ-связывающие кассетные транспортеры, ав-

тотранспортеры, порины, белки системы секреции IV типа, 

липополисахарид-сборочные белки, транспортеры гема 

BhuA), флагеллинов, адгезинов, шаперонов, ферментов, 

белков семейств OMP25/OMP31, MliC, YadA, OmpP1/FadL и 

другим. Подробный список использованных белков, амино-

кислотные последовательности вычисленных эпитопов и их 

характеристики представлены в базах данных [9, 10].

Прогнозирование и оценка эпитопов для целей 

включения в состав вакцины против бруцеллеза

С помощью программного обеспечения NetMHCpan-4.1a 

для 91 белка бруцелл был вычислен ряд ТЦЭ (9 аа), имею-

щих сродство для антигенов HLA класса I (22 аллелей: HLA-

A*01:01, 02:01, 03:01, 11:01, 24:02, 30:01; HLA-B*07:02, 08:01, 

13:02, 15:01, 18:01, 35:01, 40:02, 44:02, 49:01, 51:01; HLA-

C*03:04, 04:01, 06:02, 07:01, 12:03), из которых 2309 эпито-

пов были определены как «сильные связывающие». Среди 

них антигенными свойствами обладали 1306 эпитопов 

(VaxiJen v 2.0). Далее с помощью трех программ (NetCTLpan 

1.1, MHC-I Processing Predictions, T cell class I) был отобран 

821 эпитоп, имеющий высокую аффинность связывания с 

выбранным набором антигенов HLA I, значимые показатели 

эффективности процессинга и иммуногенности. Дополни-

тельный скрининг эпитопов позволил вычислить 42 неток-

сичных, неаллергенных, не имеющих гомологии с белками 

человека и микробиоты кишечника ТЦЭ, связывающих от 1 

Таблица 2. Предсказанные эпитопы бруцеллезных белков для Т-хелперов

Table 2. Predicted Th epitopes of brucella proteins
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Тх1 VKAEYDFQRFNDVKS Q93SI4 174 -1,1 65 0,9 8/
3

DPA1*1/
DPB1*4

0,89/
0,01

Тх2 GGIKYFHANSIGADS A0A0H3G586 420 -0,2 39 0,7 31/
22

DRB1*15 0,97/
0,04

Тх3 KTKIRVARDQLAGKE Q2YLZ4 169 -1,1 47 1,0 31/
22

DRB1*13 0,79/
0,67

Тх4 STAIAALNAARADVK Q57DG8 191 0,4 42 0,8 31/
21

DQA1*5/
DQB1*6

0,26/
0,02

Тх5 GGQIKGTASLTVDGG A0A0H3GGE2 2222 -0,1 61 1,5 30/
10

DRB1*7 0,97/
0,02

Тх6 GEDYRPAASFAAYTD Q2YNJ8 486 -0,7 47 0,6 29/
21

DRB1*4 0,95/
0,06

Тх7 LNPNFYQAYANRALV Q2YIV8 109 -0,2 36 0,6 27/
17

DRB1*1 0,96/
0,17

Тх8 KGTYYRVRVQAGSKE Q2YNJ8 956 -1,2 55 1,2 26/
15

DRB1*11 0,91/
0,40

Тх9 AASYRRAGSEAAPAA Q2YNJ8 611 -0,3 60 0,8 25/
19

DQA1*1:3/
DQB1*3

0,46/
0,01

Тх10 QRLVAGGRIDRASVE Q579L1 390 -0,4 62 0,7 21/
15

DQA1*5/
DQB1*3

0,9/
0,04

Тх11 NPQFNGYPARPGKAS Q2YJ67 46 -1,4 68 0,9 23/
14

DRB1_1 0,8/
0,52

ИМ – иммуногенность, АГ – антигенность, N – число связываемых HLAII (слабое/сильное сродство); HLAIImax – антиген с наибольшим сродством к пептиду; 
жирным выделены «индукторы» ИФН-γ; подчеркнуты пептиды, растворимые в воде.
ИМ – immunogenicity, АG – antigenicity, N – number of bound HLAII (weak/strong affinity); HLAIImax – antigen with the highest affinity for the peptide; “inducers” of ИНФγ 
are highlighted in bold; water-soluble peptides are underlined.
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до 9 антигенов HLA I с высокой аффинностью (IC50 для од-

ного из выбранных HLA I составил от 2 до 39 нМ), с высоки-

ми прогнозируемыми показателями протеасомального рас-

щепления (0,83–1,68), транспорта TAP (0,07–1,31), антиген-

ности (0,4–2,3), иммуногенности (0,02–0,47), 12 из которых 

определены в программе IFNepitope как «индукторы ИФН-

γ». Из них для включения в МЭВ было отобрано 11 ТЦЭ с 

оптимальными физико-химическими показателями (гидрок-

сипатичности (ГП), гидрофобности (ГБ), гидрофильности 

(ГЛ), заряда, растворимости и других), а также с максималь-

ным числом связываемых HLA I, покрывающих полимор-

физм MHC населения РФ (табл. 1).

Прогнозирование эпитопов для Т-хелперов
Скрининг 90 белков с помощью программ NetMHCIIpan 

4.1, MHC-II Binding Predictions выявил 2519 и 4640 ТХЭ, силь-

но связывающих (Rank_EL <1%) 33 антигена HLA II (DRB1*01, 

04, 07, 11, 12, 13, 15, DQA1*01:01, 01:02, 01:03, 02:01, 03:01, 

05:01/ DQB1*02:01, 03:01, 05:01, 06:02; DPA1*01:03/ 

DPB1*02:02, 04:01) соответственно. В результате из двух 

программ было отобрано 1547 ТХЭ (831 с аффинностью 

связывания IC50 <50нМ и 975 с оценкой связывания >0,9 и 

процентильным рангом оценки прогнозирования лиганда 

<0,1). Дополнительный анализ отсортировал из них 699 не-

токсичных, негомологичных белкам человека и микробиоты 

кишечника антигенных пептидов. Затем было отобрано 

132 неаллергенных, иммуногенных ТХЭ (комбинированная 

оценка иммуногенности <68) растворимых пептидов (ГБ, ГП 

<0, ГЛ >0). На последнем этапе было отобрано 10 ТХЭ, пре-

имущественно прогнозируемых как индукторы провоспали-

тельных (ИЛ-2, ИЛ-6, ИФН-γ), и неиндукторы противовоспа-

лительных цитокинов (ИЛ-4, ИЛ-10, ИЛ-13) с наибольшим 

числом вариантов связываемых антигенов HLA II (от 21 до 

31), компенсирующих полиморфизм MHC в популяции (с 

учетом отсутствия повторения коровой антигенной последо-

вательности), а также один ТХЭ (Тх1), обладающий сильным 

сродством преимущественно к 2 вариантам HLA II 

(DPA1*01:03/ DPB1*02:02, 04:01) (табл. 2).

Предсказание B-клеточных эпитопов
Для 26 поверхностных белков бруцелл было вычислено 

более 200 линейных и конформационных В-эпитопов. 

Неаллергенные и нетоксичные пептиды с максимальными 

показателями антигенности, вероятности растворимости, 

минимальными значениями гидроксипатичности и отсут-

ствием гомологии с белками человека и микробиоты кишеч-

ника человека рассматривались как кандидаты на включе-

ние в состав МЭВ. В табл. 3 представлены наиболее пер-

спективные линейные и конформационные В-эпитопы бру-

целлезных белков для использования в составе МЭВ. 

Конструирование мультиэпитопной вакцины

Была сконструирована МЭВ, 642 аа, включающая 11 ЦТЭ 

(Тс1-11), 11 ТХЭ (Тх1-11), 8 ВЭ (Вl-4, Вc1-4), разделенных 

линкерами, а также адъювантные молекулы: пептид PADRE 

(AKFVAAWTLKAAA) и белок большой рибосомной субъедини-

цы bL12 (50S рибосомный белок L7/L12) (UPID:Q2YM14) на 

N-конце, полигистидиновый таг из 8 остатков гистидина (8Н) 

на С-конце полипептидной цепи. Конструкция МЭВ и ее ами-

нокислотная последовательность представлены на рис. 2.

Предсказание физико-химических и иммуногенных 

свойств МЭВ

Результаты оценка свойств МЭВ методами биоинформа-

тики представлены в табл. 4. Формула МЭВ – 

C3014H4729N887O904S2, молекулярная масса белка соста-

вила 67,9 кДа, pI = 9,6, согласно расчетам белок определен 

как высокорастворимый, стабильный в растворе, термоста-

бильный, гидрофильный, неаллергенный, нетоксичный, с 

высокими показателями антигенности и иммуногенности.

Таблица 3. Предсказанные В-эпитопы бруцеллезных белков

Table 3. Predicted B epitopes of brucella proteins
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Линейные эпитопы

B1 ENRTNGGTSE Q2YNY3 61 10 -2,15 2,6 0,94

B2 VNTHSDSKSKGKGTIERSED C4IUF4 134 20 -1,68 1,51 0,94

B3 SQKLGNDPEEYRSR Q576D7 498 20 -2,25 0,93 0,96

B4 KRSFNYIDEENVNIN Q64JD6 229 15 -1,27 0,82 0,91

Конформационные эпитопы

Bc1 A:R157,A:G158,A:E159,A:G162,A:T163,A:G164, A:F165 Q2YN33 7 -1,01 1,36 0,99

Bc2 A:R113,A:K115,A:A116,A:K117,A:D118,A:N119,A:T120,A:T121,A:S1
22,A:A123,A:P124,A:G125,A:W126

Q93SI4 13 -1,6 1,2 0,7

Bc3 A:Q100, A:A101, A:V102, A:K103, A:K104, A:V105, A:A106, A:Q107, 
A:E108, A:Q109, A:K110, A:R111, A:L112, A:S113, A:D114, A:E115, 
A:T117, A:K118

Q8YF53 18 -1,49 0,5 0,87

Bc4 A:K31, A:L32, A:P33, A:D34, A:S35, A:V36, A:K37, A:V38, A:A59, 
A:G60, A:D61

Q57ES7 11 -0,33 0,42 0,84



21

Конструирование мультиэпитопной субъединичной вакцины против бруцеллеза с помощью методов обратной вакцинологии

Construction of multiepitope subunit vaccine against brucellosis using reverse vaccinology methods

Прогнозирование структуры МЭВ

Вторичная структура МЭВ
Согласно данным компьютерного анализа в программе 

SSpro8 вторичная структура МЭВ с большой вероятностью 

содержит 38,4% α-спиралей, 9% β-цепей, 44,2% – беспоря-

дочный клубок, кроме того, содержит такие структуры, как 

G-310-спираль, I-пи-спираль, β-мост, T-поворот, S-изгиб. В 

программе PSIPRED были предсказано расположение ос-

новных элементов вторичной структуры, неупорядоченных 

участков, полярных и гидрофобных аминокислот, а также 

возможная локализация белка в клетке (рис. 3).

Моделирование третичной структуры МЭВ, структурные 
улучшения и валидация качества модели

3D-модель МЭВ, полученная в программе RoseTTAFold, 

имела лучшие значения показателей состоятельности моде-

ли в Structure Assessment. Использование трех программ 

(GalaxyRefine, 3Drefine, ModFOLD9) позволило значительно 

улучшить качество модели (среднеквадратичное отклонение 

позиции атомов (RMSD) = 0,84, lDDT = 0,89, TM = 0,99, GDT-

TS = 0,96, GDT-HA = 0,85).

На карте Рамачандрана изменились показатели 

(MolProbity – с 3,16 до 1,56, благоприятные области – с 93,75 

до 96,25%, неблагоприятные – с 1,25 на 0,31%, внеслоевые 

ротамеры – с 0 до 0,66%, плохие связи – с 1 до 0, плохие 

углы – с 13 до 56). Значения качества модели улучшились 

после уточнения и минимизации энергии (Errat – с 98,5 до 

97,2, VERIFY – с 85,83 до 88,66% остатков со средним бал-

Таблица 4. Валидация свойств МЭВ

Table 4. Validation of MEV properties

Показатель /
Indicator

Значение / 
Value Score

Оценка /
Evaluation

Показатель / 
Indicator

Значение / 
Value Score

Оценка /
Evaluation

Количество aa /
Quantity of aa

642 Аллергенность /
Allergenicity

13 Не аллерген /
Not allergen

Мм, Да 67919 Аллергенность /
Allergenicity

14 Не аллерген /
Not allergen

pI 9,64 Токсичность /
Toxicity

-0,265 Нетоксичный /
Non-toxic

ЧЗО-(D + E) /
NCR-(D + E)

71 Токсичность /
Toxicity

9х
10-56

Нетоксичный /
Non-toxic

ЧЗО+(R + K) /
NCR+(R + K)

100 Антигенность /
Antigenicity

0,997 Антиген /
Antigen

Индекс нестабильности /
Instability index

24,19 Стабильный /
Stable

0,898 Антиген  /
Antigen

GRAVY -0,596 Гидрофильный /
Hydrophilic

Вирулентность /
Virulence

-0,996 Невирулентный /
Non-virulent

Алифатический индекс /
Aliphatic index

64,98 Термостабильный  /
Heat stable

Патогенность /
Pathogenicity

Патогенный /
Pathogenic

Коэффициент экстинкции M-1 
см-1, при 280 нм /
Extinction coefficient M-1 cm-1, at 
280 nm

69410
75180

Abs 0.1% (= 1 g/l)   1.107 Протективность /
Protectiveness

94,4 Протективный /
Protective

Растворимость (Вероятность) / 
Solubility (Probability)

0,851 Растворимый /
Soluble

Время полужизни белка E. coli 
in vivo / Half-life of E. coli protein 

in vivo

>10 ч

0,582 Растворимый /
Soluble

Дрожжи in vivo /
Yeast in vivo

>20 ч

Заряд при рН 7 /
Charge at pH 7

30,19 Хорошо растворим в воде /
Soluble in water

Ретикулоциты млекопитающих 
in vitro / Mammalian reticulocytes 

in vitro

>30 ч

Адгезивность /
Adhesiveness

0,42 Не адгезин /
Not adhesin

Иммуногенность /
Immunogenicity

1,26 Иммуногенный /
Immunogenic

аа – аминокислоты; Мм – молекулярная масса, ЧЗО – число заряженных остатков, 1 – SolPro, 2 – Protein-Sol, 3 – AllerTOPv.2.0, 4 – AllergenFP v.1.0, 5 – ToxinPred, 
6 – ToxDL, 7 – Vaxijen v.2.0, 8 – AntigenPro, 9 – Innovagen.
aa – amino acids; Mм – molecular weight, ЧЗО – number of charged residues, 1 – SolPro, 2 – Protein-Sol, 3 – AllerTOP v.2.0, 4 – AllergenFP v.1.0, 5 – ToxinPred, 6-ToxDL, 
7 – Vaxijen v. 2.0, 8 – AntigenPro, 9 – Innovagen.

Рис. 2. Конструкция МЭВ и ее аминокислотная последователь-

ность.

Fig. 2. MEV design and its amino acid sequence.
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лом 3D-1D ≥ 0,1, PROCHECK ошибка 1 предупреждение 6 

прошли проверку с 3 до 2, Z-счет – с -8,84 до -8,75, 

QMEANDisCo Global – c 0,6 до 0,62 ± 0,05, Cβ – с -0,31 на 

0,05, All Atom – с -0,47 до -0,33). В целом получены высокие 

показатели качества улучшенной модели МЭВ (рис. 4).

Минимизация свободной энергии МЭВ
В результате энергетической минимизации в программе 

YASARA Energy Minimization Server свободная энергия струк-

туры МЭВ уменьшилась с -278877,1 до -365960 кДж/моль, а 

показатель Z – c -0,75 до -0,63 (рис. 5).

Прогнозирование конформационных эпитопов

В программе Ellipro определено 6 конформационных 

В-эпитопов, размерами от 13 до 74 аа, с оценкой от 0,706 до 

0,835. На рис. 6 представлен конформационный ВЭ, разме-

рами 74аа, со значением оценки 0,835.

Иммунная симуляция МЭВ

Молекулярный докинг МЭВ с иммунными рецепторами
В программе ClusPro2 была проведена стыковка моделей 

МЭВ со структурами TLR-1,2,3,4,6 (PDB ID: 2Z7X, 3A79, 3FXI, 

1ZIW, 4G8A), HLA-A* 02:01 (1I1Y), HLA-DRB1*04:01 (5NI9)) и 

определена минимальная энергия связывания (сбалансиро-

ванная оценка) и число связей (E3FXI = -880; N = 26, Е4G8A =

= -1016; N = 100, E1ZIW = -1113; N = 55, E3A79 = -1025; N = 60, 

E2Z7X = -850; N = 53, E1I1Y = -998; N = 59, E5NI9 = -935; N = 54). В 

программе HawkDock (http://cadd.zju.edu.cn/) энергия связы-

вания составила для МЭВ с 4G8A: -86,44 ккал/моль; N4G8A = 

386, NМЭВ = 642; с 5NI9: -86,21 ккал/моль; N5NI9 = 386, NМЭВ = 

642; с 1I1Y: -80 ккал/моль; N1I1Y = 768, NМЭВ = 642. На рис. 7 

красным выделены связи комплексов МЭВ / иммунный ре-

цептор с наименьшей свободной энергией. Например, пять 

аминокислот МЭВ (Arg226, Arg223, Lys575, Arg560, Tyr159) связыва-

ются с 5 аминокислотами TLR-4 (4G8A) (Asp372, Glu97, Glu157, 

Glu347, Glu100) в комплексе МЭВ/TLR-4.

Симуляция молекулярной динамики стыковочного 
комплекса

В результате проведения минимизации энергии комплек-

са МЭВ/TLR-4 в программе YASARA Energy Minimization 

Server потенциальная энергия уменьшилась с 56057712,7 до 

Рис. 3. Прогнозируемая вторичная структура МЭВ.

Розовым выделена α-спираль, желтым – β-лист, серым – беспорядочный клубок, синим – неупорядоченная область, зеленым – участок 

связывания белка.

Fig. 3. Predicted the secondary structure of MEV.
Рink – α-helix, yellow – β-sheet, gray – random coil, blue – disordered region, green – protein binding site.

Рис. 4. Оценка качества модели МЭВ: А – 3-D модель МЭВ; Б – 

карта Рамачандрана; В, Г – графики локального и общего каче-

ства модели в ProSA-web: а – аминокислотные остатки, Z – оце-

ночный показатель, е – прогнозируемая энергия.

Fig. 4. Assessment of the quality of the MEV model: A – 3D model of 
the MEV; Б – Ramachandran map; В, Г – graphs of local and overall 
quality of the model in ProSA-web: a – amino acid residues, Z – 
score, e – predicted energy.

А

В Г 

Б

Рис. 5. Минимизация свободной энергии МЭВ.

Fig. 5. Minimization of free energy of MEV.
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-652527,2 кДж/моль, оценка качества улучшилась с 1,96 до 

-0,94. На рис. 7А представлена визуализация энергетически 

выгодной трехмерной структуры белкового комплекса после 

процесса минимизации в программе ChimeraX. На сервере 

PRODIGY прогнозируемая для комплекса ΔG составила 

-11,7 ккал/моль, константа диссоциации (Kd) при 25°C – 

2,7e-09 моль, 28% заряженных и 40,3% незаряженных остат-

ков на невзаимодействующей поверхности, всего межмоле-

кулярных контактов – 143, из них заряжено-заряженных – 

10, заряжено-полярных – 34, заряжено-неполярных – 32. 

Заряженные остатки обеспечивают термостабильность бел-

ков.

Моделирование молекулярной динамики в программе 

MDWeb не выявило недостатков структуры комплекса МЭВ/

TLR-4, связанных с наличием альтернативного местополо-

жения остатков, разрывов последовательностей, столкнове-

ния атомов, неправильной хиральности, необычной конфи-

гурации цис-пептидных связей, вставок, связей с нуклеино-

выми кислотами, тяжелыми металлами, лигандами. В ходе 

анализа в комплексе выявлено 5 дисульфидных связей 

(А29-А40, А281-А306, А390-А391, А583-А609, А585-А627), 

стабилизирующих структуру, а также 10 столкновений по-

лярных акцепторов.

Анализ нормальной моды (NMA) был проведен для уста-

новления молекулярной стабильности и динамики ком-

плекса МЭВ/TLR-4. Результаты анализа указаны на рис. 8. 

На графике деформируемости (рис. 8А) наиболее высокие 

пики указывают на наиболее деформируемые области. 

График B-фактора (рис. 8Б) демонстрирует связь между 

мобильностью NMA и комплексом МЭВ/TLR4, представляя 

собой средние значения RMSD пристыкованного комплек-

са. На рис. 8Г каждая нормальная мода комплекса пред-

ставлена индивидуальной (фиолетовый) и кумулятивной 

(зеленый) дисперсиями. Дисперсия и собственное значе-

ние отрицательно коррелировали. Вычисленное собствен-

ное значение комплекса 7,19e-06 отражает жесткость дви-

жения и связано с энергией, необходимой для деформации 

конструкции. Плавный процесс деформации поддержива-

ется нижним собственным значением (рис. 8В). Связь 

между парами остатков отображается на графике ковари-

ации, как показано на рис. 8Д (красный цвет показывает 

корреляцию, синий цвет – антикоррелированные остатки, а 

белый цвет связан с некоррелированными движениями). 

Также была создана специализированная карта эластич-

ной сети, представляющая собой пару атомов, соединен-

ных пружиной в комплексе МЭВ/TLR4. Точки окрашены в 

соответствии с их жесткостью, более темные серые цвета 

указывают на более жесткие пружины и наоборот (рис. 

8Е). Анализ NMA показал стабильное взаимодействие 

между TLR-4 и МЭВ.

Анализ гибкости белкового комплекса проводился в веб-

инструменте FlexServ, который моделирует структурные ко-

лебания, используя как стандартные, так и гауссовские 

RMSD, форсирует молекулы, усиливая выравнивание жест-

ких фрагментов и благоприятствуя размещению движений в 

гибких областях. При анализе дискретной динамики ком-

плекса были вычислены показатели существенных дефор-

мационных движений: профили B-фактора, индекс «коллек-

тивности» (0,356/0,283Å), размерность, дисперсионный про-

филь (общая дисперсия 3974/4265Å², процент отраженной 

дисперсии 90%), размер существенного пространства 

(162/164 собственных значений), индекс Линдеманна 

(0,266/0,267Å, все в жидкой фазе). Для определения остат-

ков, вокруг которых создаются наибольшие колебания 

белка, была проведена детекция шарнирных точек (рис. 9). 

На рис. 9А наиболее подвижные области обозначены крас-

ным цветом. На рис. 9Б показан график анализа структуры 

методом изменения уклона В-фактора, где низкие значения 

показателя указывают на фиксированные области, переход 

к восходящим значениям (гибким доменам) обозначен зеле-

ным, к низким значениям – красным. На рис. 9В представлен 

график путей конформационного перехода комплекса, со-

ставленный с помощью дискретного молекулярно-динами-

Рис. 6. Прогнозируемый конформационный ВЭ МЭВ.

Fig. 6. Predicted conformational EV of MEV.

Рис. 7. Молекулярный докинг МЭВ со структурами TLR и HLA: 

красным обозначены наиболее сильные связи между МЭВ и 

структурами, А – прогнозируемая энергетически выгодная 

структура комплекса МЭВ/TLR-4(4G8A).

Fig. 7. Molecular docking of MEV with TLR and HLA structures: The 
strongest bindings are indicated in red, A – is the predicted 
energetically favorable structure of the MEV/TLR-4 complex.
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ческого моделирования в программе MDdMD. В целом 

структура белкового комплекса достаточно стабильна и не 

обладает выраженной гибкостью.

Иммунная симуляция МЭВ
Результаты иммунного моделирования в программе 

C-ImmSim показали значительное увеличение первичных и 

вторичных иммунных ответов против предложенной вакцин-

ной конструкции (рис. 10). После введения вакцины наблю-

дались высокие уровни антител IgG1, IgM, IgG, что свиде-

тельствует о пролиферации иммунных ответов (рис. 10А). 

Увеличение популяции B-клеток было очевидным после по-

вторного воздействия антигенной вакцины, что приводило к 

развитию гуморальной иммунной памяти (рис. 10B). 

Популяция цитотоксических (ТЦ) и хелперных Т-клеток (ТХ) 

увеличивалась при существенном уменьшении популяции 

антигенов во время вторичного и третичного иммунного от-

вета (рис. 10 Г–E). Это указывает на повышенную способ-

ность предлагаемой модели вакцины к адаптивному имму-

нитету. Прогнозируется преобладание Th1 ответа на МЭВ. 

Более того, было предсказано, что развитие естественных 

клеток-киллеров, дендритных клеток и макрофагов будет 

поддерживать рост после каждой иммунизации. В случае 

предложенной конструкции достоверно повышенные уровни 

цитокинов и интерлейкины, включая ИФН-γ, трансформиру-

ющий ростовой фактор β-1 (ТФРβ1), ИЛ-2, были предсказа-

ны после непрерывного воздействия антигена во время пе-

риодов иммунизации, в то время как другие цитокины обна-

руживают более низкие концентрации (рис. 10Б). Индекс 

Симпсона (общий сигнал опасности, D) оказался нормаль-

А В Д

Б Г Е

Рис. 8. Анализ нормальной моды: А – график деформируемости, Б – график B-фактора, В – график собственного значения, Г – 

график дисперсии, Д – ковариационный график корреляции остатков, Е – график эластичности модели, а – атомный индекс, b – 

В-фактор, d – деформируемость, e – собственное значение, m – индекс моды, r – индекс остатка, v – дисперсия.

Fig. 8. Normal mode analysis: A – deformability graph, Б – В-factor graph, В – the eigenvalue specifies the motion stiffness linked to each 
normal mode, Г – the variance map, Д – covariance graph of residual correlation, E – elastic network model, a – atomic index, b – B-factor, 
d – deformability, е – eigenvalue, m – mode index, r – residue index, v – variance.

Рис. 9. Симуляция молекулярной динамики комплекса МЭВ/TLR-4: А – изображение динамики МЭВ, Б – график анализа методом 

изменения уклона В-фактора (по вертикали обозначены оценочные показатели), В – график путей конформационного перехода 

комплекса, а – аминокислотные остатки, C – допущение.

Fig. 9. Simulation of molecular dynamics of the MEV/TLR-4 complex: A – image of MEV dynamics, B – graph of analysis using the method 
of changing the slope of the B-factor (eigenvalues are indicated vertically), B – graph of the conformational transition paths of the complex, 
a – amino acids residuals, C – acceptance.

А Б В
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Рис. 10. Иммунная симуляция МЭВ: А – график гуморального ответа, Б – график симуляции секреции цитокинов, В–Е – графики 

популяций В-, Т-клеток. Act – активные, internalized – поглощающие антиген, Pres II – презентирующие на MHC II, Dup – в митотиче-

ском цикле, Anergic – анергичные, Resting – неактивные, TH – ТХ, TC – ЦТ, Mem – клетки памяти, TR – регуляторные клетки, IL – 

интерлейкин, INF – интерферон, TNF – фактор некроза опухоли, TGF-b – ТФРβ1, Ig – иммуноглобулин, Ag – антиген, D – общий 

сигнал опасности.

Fig. 10. Immune simulation of MEV: A – graph of humoral response, B – graph of simulation of cytokine secretion, B–Е – graphs of 
populations of B-, T-cells. Act – active, internalized – absorbing antigen, Pres II – presenting on MHC II, Dup – in the mitotic cycle, Anergic – 
anergic, Resting – inactive, TH – TX, TC – CT, Mem – memory cells, TR – regulatory cells, IL – interleukin, INF – interferon, TNF – tumor 
necrosis factor, TGF-b – TGFβ1, Ig – immunoglobulin, Ag – antigen, D – general danger signal.
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ным, что указывает на то, что вакцина оказывает аналитиче-

ское более широкое воздействие. Также в программе были 

вычислены 12 В- и 87 Т-эпитопов для наиболее распростра-

ненных HLA (A*01:01, 02:01, В*07:02, 13:01, DRB1*01:01, 

04:01). Эти прогнозы иммунного моделирования предпола-

гают, что вакцина потенциально может активировать Т- и 

В-клетки для выработки антител, что приводит к развитию 

клеток долговременной памяти после повторного воздей-

ствия антигена. Прогноз иммунного моделирования пока-

зал, что вакцинная конструкция обладает потенциалом вы-

зывать сильные врожденные и адаптивные иммунные реак-

ции в иммунной системе человека против бруцеллеза.

Клонирование МЭВ in silico. Оптимизация кодонов 

для экспрессии в системе E. coli
В программе Codon Adaptation Tool проводили оптимиза-

цию кодонов нуклеотидной последовательности МЭВ для 

экспрессии в системе E. coli в плазмиде pET22b(+) по сайтам 

рестрикции NcoI/XhoI, длина гена составила 1926 п.о., CAI = 

1,0, GC-состав – 52%. 

Бруцеллез является самым распространенным зоонозом 

во всем мире. Ежегодно в мире регистрируется около 

500 тыс. новых случаев заболевания, что составляет, по 

разным оценкам, <5% от общей заболеваемости бруцелле-

зом. В нашей стране на протяжении десятилетий заболева-

емость составляет 0,2–0,7 на 100 тыс. населения. 

Применение вакцины против бруцеллеза является эффек-

тивным и экономически выгодным подходом к снижению 

заболеваемости и смертности от инфекции у животных, а 

также у людей [2].

Современные достижения науки в области технологий 

секвенирования нового поколения, наличие массивных ге-

номных и протеомных данных в общедоступных базах дан-

ных привели к разработке новых подходов к созданию вак-

цин. Методы обратной вакцинологии и иммуноинформатики 

позволяют выявить наиболее перспективных кандидатов в 

вакцины, оценить структуру и свойства, основываясь на дан-

ных их генетической последовательности [3].

В нашей работе с помощью методов ОВ мы создали про-

тотип МЭВ против бруцеллеза. Исследование включало не-

сколько этапов. С помощью методов, описанных ранее [7], а 

также по данным анализа литературы был отобран 91 эссен-

циальный (необходимый для жизнедеятельности микроорга-

низма) и константный для протеомов патогенных видов 

Brucella бруцеллезный белок. Большинство из них имело 

прогнозируемую поверхностную локализацию в клетке, что 

предопределяло их высокую доступность для иммунной си-

стемы и способность вызвать иммунный ответ. Однако для 

некоторых белков (шаперон GroEL, рибосомные белки L9, 

L7/L12), имеющих преимущественно внутриклеточную лока-

лизацию, в литературе описаны свидетельства их высокой 

иммуногенности, в связи с чем они были также включены в 

работу. Важным аспектом отбора кандидатных белков для 

последующего анализа являлось исключение гомологов 

белков человека и его микробиоты, что уменьшало риск раз-

вития аутоиммунных реакций у людей на вводимую вакцину.

На следующем этапе исследования вычислялись Т- и 

В-эпитопы отобранных белков для включения в МЭВ. Для 

максимального охвата населения, восприимчивого к вакци-

не, отбор Т-эпитопов из бруцеллезных белков проводился с 

учетом полиморфизма МНС на территории РФ. Скрининг 

наиболее перспективных для МЭВ ЦТЭ и ТХ проводился по 

степени их сродства к антигенам HLA I и II соответственно, а 

также на основе прогноза их гидрофильности, иммуноген-

ности, антигенности, отсутствию гомологии с белками чело-

века, аллергенных и токсичных свойств, а также по другим 

указанным выше параметрам. Из более чем 10 000 пред-

сказанных Т-эпитопов для включения в МЭВ было отобрано 

только 22. Несмотря на превалирование клеточного иммун-

ного ответа в защите от внутриклеточных патогенов, при 

разработке МЭВ сложилась концепция включения в их ами-

нокислотную последовательность антигенных детерминант 

антительного ответа для более широкого воздействия на 

иммунитет и перспектив серодиагностики. В нашей работе в 

состав МЭВ были включены как линейные, так и конформа-

ционные ВЭ. При отборе учитывались как антигенные, им-

муногенные, так и физико-химические свойства пептида.

Для повышения иммуногенности в состав МЭВ были 

включены 2 адъювантные молекулы. Пептид PADRE часто 

используется в качестве адъюванта во многих иммунотера-

певтических вакцинах, так как активирует ТХ, имея панспе-

цифическое сродство к 15 из 16 наиболее распространен-

ных антигенов HLA-DR [11]. Для рибосомального белка L7/

L12 была продемонстрирована способность специфически 

стимулировать моноциты инфицированных животных, повы-

шать уровень транскрипции и экспрессии ИФН-γ, кроме того, 

он также является агонистом TLR-4, инициируя врожденный 

иммунный ответ [12].

В работе была сконструирована МЭВ, содержащая 

642 аминокислотных остатка, включающая 11 ЦТЭ, 11 ТХЭ, 

8 ВЭ, разделенных линкерами, 2 адъювантные молекулы на 

N- и гистидиновый таг на С-конце полипептидной цепи. 

Предложены условия для эффективной экспрессии белка в 

системе E. coli. Согласно расчетам, рекомбинантный белок, 

перспективный в качестве МЭВ, определен как высокорас-

творимый, стабильный в растворе, термостабильный, гидро-

фильный, неаллергенный, нетоксичный, с высокими показа-

телями антигенности и иммуногенности.

Информация о трехмерной структуре имеет решающее 

значение для изучения активности вакцины, понимания ее 

биомолекулярных взаимодействий с рецепторами иммун-

ных клеток человека. В нашей работе была рассчитана 

3D-модель МЭВ, проведено уточнение ее структуры, мини-

мизация свободной энергии с целью повышения ее качества 

и стабильности. Также проводился молекулярный докинг 

улучшенной модели с иммунными структурами, который по-

казал энергетически выгодное взаимодействие как с раз-

личными рецепторами врожденного иммунитета TLR, так и с 

антигенами HLA (A*02 и DRB1*04).  Симуляция молекуляр-

ной динамики белкового комплекса МЭВ/TLR-4 в разных 

компьютерных программах продемонстрировала устойчи-

вость, низкие гибкость и деформируемость структуры. 

Симуляция иммунного ответа в программе показала наибо-

лее выраженную реакцию иммунитета на повторное введе-

ние вакцины. Она стимулировала преимущественно Th1-

ответ, высокий уровень секреции ИЛ-2, ИФН-γ, временное 

повышение секреции антител, а также длительную продук-

цию В- и Т-клеток памяти.
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Construction of multiepitope subunit vaccine against brucellosis using reverse vaccinology methods

В данном исследовании представлена конструкция муль-

тиэпитопной химерной вакцины с использованием компонен-

тов бруцеллезных белков. Согласно биоинформатическому 

анализу, она может быть получена в качестве рекомбинант-

ного белка в системе E. coli, должна сохранять стабильность 

как в растворе, так и в организме, эффективно стимулиро-

вать врожденный и приобретенный иммунитет, приводя к 

формированию и поддержанию активной иммунологической 

памяти. Тем не менее, несмотря на успехи применения ОВ 

для создания вакцин, в настоящее время данный метод 

имеет некоторые ограничения, связанные с отсутствием точ-

ной методологии прогнозирования, стандартного набора вы-

числительных исследований и практических наработок по 

валидации результатов расчетов in silico. На данном этапе 

развития компьютерных технологий все еще требуются тща-

тельные исследования по подтверждению безопасности и 

эффективности прогнозируемой вакцины in vitro и in vivo.
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Воздействие дезинфицирующих веществ 

на биопленки Pseudomonas aeruginosa: 

чувствительность и адаптация
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Синегнойная палочка (Pseudomonas aeruginosa) – оппортунистический патоген, вызывающий широкий спектр внутри- 
и внебольничных инфекций. Рост числа заболеваний обусловлен распространением антибиотикорезистентных штам-
мов возбудителя. Одной из причин устойчивости данного патогена к антибактериальным препаратам является его 
способность образовывать биопленки. Развитию и распространению синегнойной инфекции способствует неграмот-
ный подбор антибактериальных препаратов при лечении и некачественная дезинфекция при проведении профилак-
тических мероприятий. В работе приведен перечень дезинфицирующих веществ и определены эффективные режимы 
их применения для разрушения биопленок P. aeruginosa. Описано комплексное применение дезинфектантов совмест-
но с факторами разрушения матрикса. Изучен транскрипционный ответ клеток P. aeruginosa в биопленке на воздей-
ствие дезинфицирующих веществ.
Ключевые слова: биопленка Pseudomonas aeruginosa, дезинфицирующие вещества, стресс, гены, экспрессия, фер-
менты
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Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathogen causing a wide range of hospital-acquired and nosocomial infections. 
The increase in the number of diseases is due to the spread of antibiotic-resistant strains of P. aeruginosa. One of the reasons 
for the resistance of this pathogen to antibacterial drugs is its ability to form biofilms. Illiterate selection of antibacterial drugs 
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P seudomonas aeruginosa – условно-патогенный микро-

организм, входящий в группу наиболее опасных патоге-

нов ESKAPE. Бактерия является причиной возникновения 

широкого спектра острых инфекций, таких как внутриболь-

ничная пневмония, ожоговые и раневые инфекции, а также 

может быть причиной хронической инфекции у пациентов с 

муковисцидозом [1–7]. Быстрое распространение и высокая 

смертность от заболеваний, вызванных P. aeruginosa, обу-

словлена большим набором факторов вирулентности, высо-

кой природной резистентностью, а также способностью этих 

бактерий образовывать биопленки. Синегнойная палочка 

является четвертым по частоте встречаемости патогеном, 
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вызывающим около 8% хронических раневых инфекций, и 

седьмым по значимости, вызывающим до 6% инфекций кро-

вотока [8]. 

В 2017 г. P. aeruginosa была признана Всемирной органи-

зацией здравоохранения одной из наиболее опасных для 

жизни инфекций и включена в список приоритетных патоге-

нов для исследований и разработки новых антибиотиков [9]. 

Высокая резистентность к большинству противомикробных 

препаратов (антибиотики, биоциды и дезинфектанты) обу-

словлена ограниченной проницаемостью внешней мембра-

ны, наличием эффлюксных насосов, которые выкачивают 

биоциды из клетки, выработкой ферментов, инактивирующих 

антибиотики, способностью образовывать биопленки [10–12].

Не менее важной проблемой является распространение 

данного патогена во внебольничной среде: пищевой и кос-

метической промышленности, социальной и бытовой сфере.

В настоящее время основными направлениями в борьбе с 

биопленками являются: поиск антиадгезивных материалов, 

применение дезинфицирующих средств, разрушающих ма-

трикс биопленки, комбинированное воздействие антибакте-

риальных веществ и факторов, разрушающих матрикс, раз-

работка соединений, подавляющих чувство кворума, поиск и 

конструирование генно-инженерных фагов. Из перечислен-

ных вариантов применение дезинфицирующих средств оста-

ется наиболее дешевым, эффективным и простым методом. 

Некачественная дезинфекция может стать причиной рас-

пространения биологических пленок на медицинских изде-

лиях (катетерах, искусственных суставах, механических 

клапанах сердца и пр.) и других поверхностях в лечебно-

профилактических учреждениях, что может приводить к рас-

пространению острых и хронических инфекций у пациентов.

Известно, что процессы формирования биологических 

пленок контролируются большим количеством генов [13]. 

Однако транскрипционный ответ генов, участвующих в фор-

мировании биопленки P. aeruginosa, при действии химиче-

ских и биологических веществ подробно не изучен. Пони-

мание того, как различные антимикробные агенты влияют 

на экспрессию генов, играющих роль в образовании биоло-

гических пленок, может привести к разработке новых пре-

паратов и стратегий их применения.

Целью данного исследования являлось определение ми-

нимальных концентраций дезинфицирующих веществ, эф-

фективных для разрушения биопленок P. aeruginosa, и ис-

следование изменения уровней экспрессия генов биоплен-

кообразования в условиях стресса.

Материалы и методы

Антибактериальные препараты

Использовали 11 химических дезинфицирующих веществ 

(ДВ) различных функциональных классов, таких как катион-

ные поверхностно-активные вещества (ПАВ): бензалкония 

хлорид (четвертичное аммониевое соединение (ЧАС)), N,N-

бис(3-аминопропил)-додециламин (третичный амин), поли-

гексаметиленгуанидин (ПГМГ); кислородактивные соедине-

ния: перекись водорода, диоксид хлора; хлорактивные сое-

динения (дихлоризоциануровая кислота (ДХЦК), гипохлорит 

натрия, нейтральный анолит, хлоргексидина гидрохлорид); 

альдегиды (глутаровый и ортофталевый). Для разрушения 

матрикса использовали ферменты класса гидролаз (протеа-

за, липаза, мононаза) и ион-коагулянты (трилоны А и Б).

Штаммы микроорганизмов

В работе использовали клинические изоляты P. aeruginosa, 

выделенные в 2017–2020 гг. от пациентов НМИЦ нейрохи-

рургии им. академика Н.Н.Бурденко (n = 37). В качестве ре-

ференс-штамма использовали лабораторный штамм P. aeru-

ginosa ATCC 27853, полученный из Государственной коллек-

ции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск» и реко-

мендованный руководством Р 4.2.3676-2020 для тестирова-

ния дезинфицирующих средств [14]. 

Определение способности штаммов P. aeruginosa к 

образованию биопленок

Эффективность образования бактериальных биопленок 

исследуемых штаммов P. aeruginosa определяли методом 

окраски красителем кристаллическим фиолетовым био-

пленки, сформированной на стенках 96-луночного планшета 

[15]. Для получения биологических пленок культуры выра-

щивали до стационарной фазы, вносили в лунки планшета и 

инкубировали при температуре 37°C в течение 3–5 суток. 

Для получения достоверных результатов использовали не 

менее 4–5 лунок на один опытный образец. Образовавшиеся 

биопленки окрашивали и проводили количественный учет 

связанного красителя спектрофотометрически.

Лазерная сканирующая конфокальная микроскопия 

Суспензию клеток P. aeruginosa засевали в чашки Петри с 

плотной питательной средой, выращивали в течение 6, 12, 24 

и 48 ч, моделируя различные фазы формирования биоплен-

ки. На поверхность сформированных биопленок с помощью 

пинцета помещали стерильный аппликатор из пластика раз-

мером 10 × 10 мм на 3 мин. Для окрашивания матрикса ап-

пликаторы помещали в 8-луночный планшет, вносили краси-

тель TOTO-1 (Thermo, США) и оставляли на 15 мин в темноте. 

Далее отбирали раствор первого красителя и добавляли 

краситель SYTO 60 red (Thermo, США) для окрашивания 

живых клеток. Через 15 мин образцы отмывали и фиксирова-

ли 0,25%-м раствором глутарового альдегида [16]. 

Визуализацию образцов проводили с помощью конфокаль-

ного микроскопа OLYMPUS FV3000 (Япония) с масляной им-

мерсией при увеличении объектива 60× (объектив 

UPLXAPO60XO 60.0X/1.518 Oil, N/A 1,42, U-DIC60). Для визу-

ализации использовали диодные лазеры с длиной волны из-

лучения 488 и 561 нм для окрашенных SYTO 9 и SYTO 60 red 

образцов соответственно. Мощность лазеров составляла 

10% от максимальной. Анализ образцов слепым методом и 

получение трехмерных изображений проводили с интерва-

лом по оси Z 0,36 мкм. Результаты анализировали в програм-

ме LSM Image Browser (NIH, США) с использованием плаги-

нов Bio-formats и Comstat2 (Университет Копенгагена, Дания). 

Определение эффективности применения дезинфи-

цирующих веществ для разрушения планктонных кле-

ток и биопленок P. aeruginosa 

Режимы применения ДВ для разрушения планктонных 

клеток и биопленок P. aeruginosa определяли метом апплика-

торов [17]. Аппликаторы с отпечатком культуры, выращенной 
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в течение 6 ч (планктонная форма) или 48 ч (биопленка), по-

мещали в раствор ДВ на 30 мин. Для оценки комплексного 

воздействия дезинфицирующих веществ и соединений, раз-

рушающих матрикс, биопленки предварительно обрабатыва-

ли растворам ферментов и ион-коагулянтов в течение 5 мин. 

После обработки аппликаторы переносили в пробирки с 

жидкой питательной средой и культивировали при темпера-

туре 37°C в течение 3–5 суток. Эффективность обработки 

оценивали по отсутствию роста в жидкой питательной среде. 

Измерение уровней экспрессии генов P. aeruginosa 

при воздействии дезинфицирующих веществ 

После выдержки аппликатора с отпечатком биопленки в 

растворе ДВ проводили трехкратную отмывку проб в сте-

рильном буфере PBS и выделение нуклеиновых кислот 

методом фенол-хлороформной экстракции с помощью на-

бора РНК-экстран («Синтол», Москва, Россия). Для очистки 

проб от остатков геномной ДНК полученную смесь обраба-

тывали TurboDNAse. Отсутствие ДНК контролировали при 

помощи полимеразной цепной реакции в реальном време-

ни (РВ-ПЦР) и электрофореза. Синтез кДНК осуществляли 

с помощью ПЦР с обратной транскрипцией. Уровень пред-

ставленности транскриптов изучаемых генов оценивали 

при помощи РВ-ПЦР в присутствии интеркалятора SYBR. 

Амплификацию проводили по режиму, указанному в табл. 1, 

с использованием специфических праймеров (табл. 2). 

Статистическую обработку данных проводили по методу 

Pfaffl [18].

Результаты исследования и их обсуждение

Оценка интенсивности биопленкобразования штам-

мов P. aeruginosa
Анализ величин относительных показателей плотности 

биопленок, сформированных P. aeruginosa (n = 37), выявил, 

что все исследуемые штаммы обладали способностью об-

разовывать биопленки. По этому показателю они были раз-

делены на три категории: с высокой интенсивностью образо-

вания биопленки – 84% (n = 31), средней – 11% (n = 4) и 

низкой – 5% (n = 2). Полученные результаты согласуются с 

ранее опубликованными данными [24]. Для исследований 

были выбраны лабораторный штамм P. aeruginosa ATCC 

27853 и три клинических штамма P. aeruginosa (B2616p/20, 

F19-4Pa/19, B70p/19) с самой высокой интенсивностью био-

пленкообразования.

Чувствительность бактериальных пленок к дезинфи-

цирующим веществам

Чувствительность биопленок вышеуказанных штаммов к 

воздействию ДВ определяли по методу O’Toole [15], пред-

варительно обрабатывая лунки планшета со сформирован-

ной биопленкой растворами ДВ. 

Таблица 1. Режим амплификации РВ-ПЦР с флюоресцентной детекцией в присутствии SYBR Green I

Table 1. RT-PCR amplification mode with fluorescent detection in the presence of SYBR Green I

Этап реакции /
Reaction stage

Описание / Description Температурно-временной режим /
Temperature-time regime

Количество циклов /
The number of cycles

1 Начальная денатурация / Initial denaturation +95°С – 5 мин 1

2 Денатурация / Denaturation +95°С – 20 с 39

Отжиг / Annealing +61°С – 20 с*

Элонгация / Elongation +72°С – 30 с

3 Считывание флуоресцентного сигнала / Reading 
the fluorescent signal

+65…+95°С – 5 с (каждую секунду повышается на 0,5°С) /
+65…+95°С – 5 sec (every second increases by 0.5°С)

1

4 Хранение / Storage +10°С 1

Таблица 2. Праймеры, используемые в исследовании

Table 2. Primers used in the study

Ген /
Gene

F/R Олигонуклеотидная 
последовательность (5’→3’) /

Oligonucleotide sequence (5’→3’)

Размер ПЦР-
продукта, п.н. /

Size of PCR 
product, bp

Источник /
Reference

16s F CTGCCTGGTAGTGGGGGATA 149 [19]

R GTCGCCTTGGTAGGCCTTTA

algR F CCGACCACAAGTACGTGACC 195 [20]

R CGTCGAGGCCTTTCAGGTAG

gyrB F ATCTCGGTGAAGGTACCGGA 139 [21]

R TGGCTTCGTTGGGATTCTCC

oprL F CCCGCGAGTACAATATGGCT 122 [22]

R GACCGGACGCTCTTTACCAT

siaB F ATCCTGCTCTGCTTCAACGG 170 [23]

R CCCTTGAGGTTGGCGTAGTG1

Таблица 3. Чувствительность биопленок P. aeruginosa к био-

цидам

Table 3. Sensitivity of P. aeruginosa biofilms to biocides

Штаммы /
Strains

ДВ / DS

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

P. aeruginosa ATCC 
27853

– + + + + + – + + – +

P. aeruginosa 
В2616p/20 

– – – + + – – + + + –

P. aeruginosa 
B70p/19

– – – + + – – – – – –

P. aeruginosa F19-
4p.a./19

+ + + + + + + + + + +

1 – ЧАС 0,5%; 2 – ПГМГ 0,4%; 3 – триамин 0,1%; 4 – перекись водорода 3%; 
5 – диоксид хлора 0,05%; 6 – хлоргексидин 0,5%; 7 – гипохлорит натрия 0,1%; 
8 – ДХЦК 0,015% по активному хлору (АХ); 9 – нейтральный анолит 0,03% (по 
АХ); 10 – глутаровый альдегид 1,0%; 11 – ортофталевый альдегид 0,3%; «–» – 
штамм чувствителен к дезинфектанту; «+» – штамм не чувствителен к 
дезинфектанту.
1 – QAC 0.5%; 2 – PHMG 0.4%; 3 – triamine 0.1%; 4 – hydrogen peroxide 3%; 
5 – chlorine dioxide 0.05%; 6 – chlorhexidine 0.5%; 7 – sodium hypochlorite 0.1%; 
8 – ДХЦК 0.015% for active chlorine (AC); 9 – neutral anolyte 0.03% (according 
to AC); 10 – glutaraldehyde 1.0%; 11 – orthophthalic aldehyde 0.3%; “–” – the 
strain is sensitive to the disinfectant; “+” – the strain is not sensitive to the 
disinfectant.
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Основываясь на показателях оптической плотности 

(OD590), можно сделать вывод о том, что штаммы P. aeru-

ginosa ATCC 27853 и P. aeruginosa F19-4p.a./19 были наибо-

лее устойчивыми к большинству исследуемых ДВ (табл. 3), 

при этом последний обладал резистентностью ко всему пе-

речню тестируемых биоцидов. 

Для определения эффективных режимов применения ДВ 

использовали метод аппликаторов, который позволяет про-

водить прямую оценку выживаемости бактерий в составе 

биопленок. Исследования проводили на двух наиболее 

устойчивых штаммах, указанных выше. 

Показано, что бактерии P. aeruginosa в планктонном со-

стоянии более чувствительны ко всем тестируемым ДВ, чем 

в форме биопленки. Для всех исследованных веществ от-

мечено увеличение минимальной бактерицидной концентра-

ции (МБК), необходимой для разрушения биопленки относи-

тельно планктонной культуры. Например, при применении 

перекиси водорода была выявлена разница в концентрациях 

в 2,5 раза, для хлорактивных соединений – в 3–5 раз, альде-

гидов – в 6–10 раз (табл. 4). Существенные различия в МБК 

наблюдались при использовании ЧАС и ПГМГ – в 20 и 27 раз 

соответственно. Наибольшая разница была отмечена для 

третичного амина – до 50 раз. Результаты исследования со-

гласуются с данными, опубликованными ранее [25]. Такое 

значительное увеличение разницы значений МБК связано с 

наличием экзополисахаридного матрикса, препятствующего 

проникновению биоцидов внутрь биопленки [26]. Эффек-

тивным методом снижения рабочих концентраций является 

разрушение матрикса при помощи активных по отношению 

к нему веществ, таких как ферменты класса гидролаз и ион-

коагулянты.

Предварительная обработка биопленок исследуемых 

штаммов P. aeruginosa 1%-ми растворами гидролитических 

ферментов (протеаза, липаза, маннаназа) и ион-коагулян-

тов (Трилон А, Трилон Б) позволила значительно снизить 

МБК тестируемых дезинфицирующих веществ. Было отме-

чено, что разница значений МБК для планктонных клеток и 

биопленок снижается до 2–3 раз для катионных ПАВ и до 

двух и менее раз для хлорактивных, кислородактивных со-

единений и альдегидов. В некоторых случаях значения МБК 

для планктонной и биопленочной формы совпадали.

Установлено, что самым активным ферментом была ман-

наназа, что обусловлено ее воздействием, направленным на 

разрушение β-1,4-гликозидной связи в полисахаридах [27]. 

Применение маннаназы совместно с кислородактивными 

соединениями позволило снизить значения МБК биопленок 

до значений МБК планктонных клеток.

Среди ион-коагулянтов Трилон Б проявлял наибольшую 

активность при разрушении экзополисахаридного матрикса, 

что также показано в исследовании Bakht M. [28]. Макси-

мальная эффективность данного вещества наблюдалась 

при его совместном применении с катионными ПАВ. Следует 

отметить, что снижение МБК ДХЦК в отношении биопленок 

до значений планктонной формы наблюдалось только при 

использовании Трилон А.

Проведенные эксперименты показали, что бактерицид-

ные концентрации ДВ не способны разрушить матрикс био-

пленок, но остался открытым вопрос, какое влияние эти ве-

щества оказывают на формирующуюся и сформированную 

биопленку.

Экспрессия генов биопленкообразования P. aeruginosa 

при воздействии дезинфицирующих веществ 

Изменение уровней экспрессии генов, участвующих в 

образовании биопленок, изучали на разных стадиях их 

формирования, таких как: начальное прикрепление (6 ч), 

образование микроколоний (12 ч), формирование (24 ч) и 

созревание биопленки (48 ч). Визуализацию процесса 

формирования биологической пленки P. aeruginosa прово-

дили при помощи лазерной сканирующей конфокальной 

микроскопии. Исследования выявили характерную для 

биопленок трехмерную структуру организации. Толщина 

сформированной биопленки колебалась в пределах 10–40 

мкм (рис.1).

Таблица 4. Режимы применения дезинфектантов для разрушения биопленок P. aeruginosa
Table 4. Regimes for using disinfectants to destroy P. aeruginosa biofilms

Действующее вещество /
Active ingredient

Концентрация раствора по действующему веществу, % /
Concentration of solution according to active ingredient, %

Планктонная культура /
Planktonic culture

Биопленка /
Biofilm

Биопленка (с разрушенным матриксом) /
Biofilm (with destroyed matrix)

ЧАС / QAC 0,05 1,0 0,2 (П Л М) 0,1 (ТБ)

ПГМГ / PHMG 0,03 0,8 0,5 (М) 0,1 (ТБ)

Третичный амин / Tertiary amine 0,01 0,5 0,07 (Л М) 0,03 (ТБ)

Перекись водорода / Hydrogen peroxide 2,0 5,0 2,0 (М) 3,0 (ТБ)

Диоксид хлора / Chlorine dioxide 0,02 0,1 0,02 (М) 0,05 (ТБ)

Хлоргексидин / Chlorhexidine 0,05 1,0 0,1 (М) 0,1 (ТБ)

Гипохлорит натрия / Sodium hypochlorite 0,075 0,2 0,1 (М) 0,1 (ТБ)

ДХЦК (по АХ) / SDIC (by AC) 0,0075 0,03 0,015 (П Л М) 0,0075 (ТА)

Нейтральный анолит (по АХ) / Neutral anolyte (by AC) 0,02 0,05 0,04 (П Л М) 0,04 (ТА ТБ)

Глутаровый альдегид / Glutaraldehyde 0,25 2,5 1,0 (П Л М) 0,5 (ТБ)

Ортофталевый альдегид / Orthophthalic aldehyde 0,1 0,6 0,1 (М) 0,1 (ТБ)

ДХЦК – дихлоризоцианурат натрия; П – протеаза, 1%; Л – липаза, 1%; М – маннаназа, 1%; ТА – Трилон А, 1%; ТБ – Трилон Б, 1%. / P – protease, 1%; L – lipase, 
1%; M – mannanase, 1%; TA – Trilon A, 1%; TB – Trilon B, 1%.
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Для исследования транскрипционного ответа клеток в со-

ставе биопленки на стресс применяли метод аппликаторов. 

В работе оценивалось изменение уровней экспрессии генов, 

ответственных за адгезию (siaB) [20], формирование ма-

трикса (algR) [21] и устойчивость биопленок к антимикроб-

ным препаратам (gyrB и oprL) [22–23]. В качестве стрессово-

го фактора использовали перекись водорода, ЧАС, гипохло-

рит натрия и ДХЦК в бактерицидных концентрациях.

При воздействии перекиси водорода в концентрации 2% 

на стадиях начального прикрепления и образования микро-

колоний не было зафиксировано значимых отличий в экс-

прессии генов, что, предположительно, связано с губитель-

ным действием биоцида на клетки, не защищенные матрик-

сом (рис. 2А). На стадии формирования отмечалось неболь-

шое (до 3 раз) увеличение уровня представленности гена 

algR, ответственного за формирование матрикса. На стадии 

созревания было зафиксировано резкое увеличение экспрес-

сии всех изучаемых генов в ответ на стресс в 10–20 раз, что 

говорит о возможном увеличении количества экзополисаха-

ридного матрикса и повышении устойчивости к антибактери-

альным веществам. Полученные результаты указывают на 

то, что algR, возможно, является регулятором формирования 

биопленки при воздействии окислительного стресса, что со-

гласуется с исследованиями Rubio-Canalejas A. et al. [29].

Воздействие 0,05%-го раствора бензалкония хлорида на 

клетки в стадии формирования биопленки приводило к уве-

личению уровня экспрессии гена устойчивости к антими-

кробным препаратам (oprL), при этом на стадии зрелой био-

пленки экспрессия данного гена резко сокращалась, а экс-

прессия гена algR, ответственного за формирование ма-

трикса, увеличивалась в 10 раз (рис. 2Б). Данный факт 

может свидетельствовать о различиях в механизмах рези-

стентности формирующихся и сформированных биопленок. 

В исследовании Hemati S. et al. показано, что бензалкония 

хлорид в концентрации 0,07% индуцировал образование 

биопленки у клинических штаммов P. aeruginosa [30].

При использовании гипохлорита натрия в качестве стрес-

сового фактора не было выявило значимого изменения 

уровня экспрессии изучаемых генов на стадиях развития и 

формирования биопленки (6–24 ч) (рис. 2В), что свидетель-

ствует о достаточной эффективности применения бактери-

цидных концентраций данного вещества для предотвраще-

ния образования биопленок P. aeruginosa. Однако при воз-

действии на зрелую биопленку отмечалось резкое увеличе-

ние (до 20 раз) экспрессии гена algR. Схожую картину на-

блюдали при использовании ДХЦК. Ее применение в бакте-

рицидной концентрации (0,0075% по активному хлору) при-

водит к увеличению уровня экспрессии гена, ответственного 

за выработку матрикса в биопленках (рис. 2Г), тем самым 

повышая устойчивость к обеззараживанию. Это обусловле-

но тем, что данный ген может играть роль в регулировании 

защиты от данных окислителей [31].

На основании вышеизложенного можно сделать вывод, 

что основным геном, ответственным за устойчивость сфор-

мированных биопленок к воздействию дезинфицирующих 

веществ, является algR. 

Заключение

По результатам проведенных экспериментов подобраны 

минимальные действующие концентрации ДВ различных 

классов, обеспечивающие эффективное разрушение био-

пленок P. aeruginosa. Установлено, что наиболее эффек-

тивными являются хлорактивные и кислородактивные ДВ. 

Выявлено, что применение ферментов класса гидролаз и 

ион-коагулянтов совместно с дезинфектантами обеспечи-

вает снижение МБК от 2 до 10 раз. Отмечено, что воздей-

ствие ДВ на биопленки, находящиеся на ранних стадиях 

формирования, не приводит к увеличению их устойчивости. 

Показано, что обработка сформированной биопленки ве-

ществами в бактерицидных концентрациях приводит к уве-

личению уровней экспрессии генов, ответственных за адге-

зию, формирование матрикса и устойчивость к антими-

кробным препаратам, что свидетельствует о увеличении 

устойчивости биологических пленок P. aeruginosa к дезин-

фектантам.

Начальное прикрепление (6 ч) /
Initial attachment (6 h)

Образование микроколоний (12 ч) /
Microcolony formation (12 h)

Формирование биопленки (24 ч) /
Biofilm formation (24 h)

Созревание биопленки (48 ч) /
Biofilm maturation (48 h)

Рис. 1. Визуализация биологических пленок P. aeruginosa на различных стадиях формирования.

Fig. 1. Visualization of biological films of P. aeruginosa at various stages of formation.
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контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль ГН 0,075% / 
control SH

контроль ЧАС 0,1%/ 
control QAC 0,1%

контроль ДХЦК 0,015%/ 
control SDIC 0,015%

контроль ДХЦК 0,015%/ 
control SDIC 0,015%

контроль ДХЦК 0,015%/ 
control SDIC 0,015%

контроль ДХЦК 0,015%/ 
control SDIC 0,015%

контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль ЧАС 0,1%/ 
control QAC 0,1%

контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль ЧАС 0,1%/ 
control QAC 0,1%

контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль перекись 2% /
control peroxide 2%

контроль ЧАС 0,1%/ 
control QAC 0,1%

6 ч

6 ч

6 ч

6 ч

12 ч

12 ч

12 ч

12 ч

24 ч

24 ч

24 ч

24 ч

48 ч

48 ч

48 ч

48 ч

 siaB        gyrB
 algR        oprL

Рис. 2. Изменение уровней экспрессии генов биопленкообразования при воздействии: перекиси 

водорода (А), ЧАС (Б), гипохлорита натрия (В), ДХЦК (Г).

Fig. 2. Changes in the expression levels of biofilm formation genes when exposed to: hydrogen 
peroxide (A), QAC (Б), sodium hypochlorite (В), SDIC (Г).
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Н о в о с т и  н а у к и

Оценка широты социальной ниши показывает стратегии диапазона ниш 
универсалов и специалистов

Универсалы могут выжить во многих средах, тогда как специали-

сты ограничены одной средой. Несмотря на то, что это классическая 

концепция в экологии, широта ниши остается сложной для количе-

ственной оценки микроорганизмов, поскольку она зависит от объ-

ективного определения окружающей среды. Определяя среду ми-

кроорганизма как сообщество, в котором он обитает, исследователи 

объединили информацию из более чем 22 000 образцов секвениро-

вания окружающей среды, чтобы получить количественную меру 

ниши, которую мы называем шириной социальной ниши. На уровне 

родов они исследовали стратегии распределения ниш по всему про-

кариотическому древу жизни. Было обнаружено, что к социальным 

универсалам относятся оппортунисты, которые стохастически доми-

нируют в местных сообществах, тогда как социальные специалисты 

стабильны, но малочисленны. У социальных универсалов более раз-

нообразный и открытый пангеном, чем у социальных специалистов, 

но глобальной корреляции между широтой социальной ниши и раз-

мером генома не обнаружено. Вместо этого наблюдались две раз-

личные эволюционные стратегии, согласно которым специалисты имеют относительно небольшие геномы в местах обита-

ния с низким местным разнообразием, но относительно большие геномы в местах обитания с высоким местным разнообра-

зием. Этот анализ проливает свет на стратегии микробной ниши, основанный на данных.

Von Meijenfeldt FAB, Hogeweg P, Dutilh BE. 

A social niche breadth score reveals niche range strategies of generalists and specialists. Nat Ecol Evol. 2023. 

|DOI: 10.1038/s41559-023-02027-7
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Влияние состава питательной среды 

на молекулярно-биологические свойства 

вакцинного штамма Francisella tularensis 15 

НИИЭГ

М.А.Сотникова, К.В.Хлопова, Г.М.Вахрамеева, Т.Б.Кравченко, А.Н.Мокриевич, В.М.Павлов

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Возбудитель туляремии Francisella tularensis – внутриклеточный паразит, одним из факторов патогенности которого 
является система транспорта VI типа, содержащая в составе пилей белок IglC. Для инактивации активных форм кис-
лорода, вырабатываемых инфицированными F. tularensis клетками макроорганизма, бактерия синтезирует ферменты 
супероксиддисмутазы SodB и SodC. В работе количественным методом полимеразной цепной реакции в реальном 
времени (ПЦР-РВ) проведена оценка транскрипционной активности генов sodB, sodC и iglC в зависимости от фазы 
роста вакцинного штамма F. tularensis 15 НИИЭГ и состава питательных сред. Показано, что уровень мРНК гена iglC 
в бактериях, культивированных в среде BHI, существенно превышал уровень мРНК гена iglC по сравнению со средой 
ЖПС. Уровень мРНК гена sodB в среде ЖПС не менялся вне зависимости от фазы роста, тогда как уровень мРНК 
гена sodB в среде BHI снизился в 5 раз при достижении стационарной фазы. Количество мРНК гена sodС на ранней 
и поздней фазах роста в BHI было практически идентичным, тогда как в среде ЖПС количество мРНК гена sodC на 
поздней фазе роста было 2,8 раза больше по сравнению с ранней фазой. Показано, что скорость роста бактерий в 
питательной среде ЖПС была достоверно выше по сравнению со средой BHI. Культура F. tularensis 15 НИИЭГ, выра-
щенная в среде BHI, обладала повышенной способностью к диссеминации в организме инфицированных мышей 
линии BALB/c на ранних стадиях инфекционного процесса. Предложено использовать, наряду с традиционными мето-
дами оценки эффективности питательных сред для культивирования вакцинных туляремийных штаммов, современ-
ный постгеномный подход, заключающийся в определении методом ПЦР-РВ транскрипционной активности генов 
белков IglC, SodB и SodC, играющих важную роль в инициации вакцинального процесса.
Ключевые слова: Francisella tularensis 15 НИИЭГ, мРНК, sodB, sodC, iglC, питательная среда, мыши BALB/c
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Influence of the composition of the nutrient medium 
on the molecular biological properties of the vaccine strain 
Francisella tularensis 15 NIIEG

M.A.Sotnikova, K.V.Khlopova, G.M.Vakhrameeva, T.B.Kravchenko, A.N.Mokrievich, V.M.Pavlov

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

Russian Federation

The causative agent of tularemia, Francisella tularensis, is an intracellular parasite, the main factors of pathogenicity of which 
are the type VI transport system, which contains the IglC protein in the pili. To inactivate reactive oxygen species produced by 
host cells infected with F. tularensis, the bacterium synthesizes the superoxide dismutase enzymes SodB and SodC. In this 
work, the transcriptional activity of the sodB, sodC and iglC genes was assessed using a quantitative real-time PCR method 
depending on the growth phase of the vaccine strain F. tularensis 15 NIIEG and the composition of the nutrient media. It 
wasshown that the level of iglC gene mRNA in bacteria cultivated in the BHI medium was significantly higher than the level of 
iglC gene mRNA compared to the ZhPS medium. The sodB gene mRNA level in the ZhPS medium did not change regardless 
of the growth phase, while the sodB gene mRNA level in the BHI medium decreased 5-fold upon reaching the stationary phase. 
The amount of sodC gene mRNA in the early and late growth phases in BHI was almost identical, whereas in the ZhPS medium 
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Ф
акультативный внутриклеточный паразит Francisella 

tularensis является возбудителем туляремии у людей 

и животных. Для профилактики туляремии у людей в России 

используют лиофильно высушенную живую вакцину, приго-

товленную на основе штамма F. tularensis 15 НИИЭГ. 

Данный штамм отличается от вирулентных природных изо-

лятов F. tularensis spp. holarctica практически полной авиру-

лентностью для морских свинок и сниженной вирулентно-

стью для белых мышей из-за наличия делеций в хромосоме 

в районе генов pilA и pilE и гена липопротеина, соответству-

ющего гену FTT_0918 подвида tularensis [1, 2]. 

Бактерии F. tularensis для защиты от радикалов O2-, выраба-

тываемых как самими бактериями, так и фагоцитами макроор-

ганизма, синтезируют два вида ферментов: железо-зависи-

мую (FeSOD) и медь/цинк-зависимую (CuZnSOD) супероксид-

дисмутазы [3]. Наличие функционально активного гена sodB, 

кодирующего фермент FeSOD в геноме F. tularensis, жизненно 

необходимо для размножения туляремийного микроба in vitro и 

in vivo [3], тогда как ген sodC, кодирующий фермент CuZnSOD, 

влияет только на их выживаемость in vivo [4]. 

Существенную роль в патогенности F. tularensis играет 

транспортная система VI типа [5]. Одним из ключевых эле-

ментов данной системы является белок IglC, кодируемый 

геном iglC, локализованным на хромосоме в области так на-

зываемого «острова патогенности». Вирулентные для чело-

века штаммы туляремийного микроба, в отличие от других 

видов F. tularensis, содержат в хромосоме две копии «острова 

патогенности» [6]. Делеция обеих копий гена iglC в геномах 

природных изолятов F. tularensis приводит к формированию 

авирулентных для мелких грызунов штаммов бактерий [7, 8]. 

Показано, что состав питательной среды и условия куль-

тивирования влияют на спектр белков, синтезируемых бак-

териями F. tularensis [9]. Так, антигенный спектр бактерий 

F. tularensis LVS, культивированных в жидкой питательной 

среде BHI, содержащей сердечно-мозговой экстракт, подо-

бен антигенному спектру бактерий, выделенных из инфици-

рованных мышиных макрофагов, но существенно отличает-

ся по антигенному спектру бактерий, культивированных в 

жидкой питательной среде Мюллера–Хинтон [10].

Цель работы заключалась в определении транскрипци-

онной активности генов sodB, sodC и iglC методом полиме-

разной цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ) на 

разных фазах роста F. tularensis 15 НИИЭГ в жидких пита-

тельных средах BHI и ЖПС, а также в сравнении ростовых и 

морфологических параметров изучаемых культур и началь-

ных этапов их диссеминации в организме эксперименталь-

ных мышей линии BALB/c.

Материалы и методы

В работе использовали вакцинный штамм F. tularensis 

subsp. holarctica 15 НИИЭГ («ГКПМ-Оболенск», ФБУН ГНЦ 

ПМБ). Бактерии культивировали на FT-агаре (ФГУН ГНЦ 

ПМБ) при 37°С в термостате (Heratherm, Thermo Scientific, 

США) и в жидких питательных средах: ЖПС на основе ги-

дролизата казеина с добавлением дрожжевого экстракта, 

цистеина и двухвалентного железа [11] и BHI на основе пеп-

тона с добавлением сердечно-мозгового экстракта (HIMEDIA, 

Индия) в термостатируемой качалке GFL 3032 (Германия) 

при 37°С и скорости ротации 160 об./мин.

В колбы объемом 100 мл с 10 мл питательной среды вно-

сили бактериальную суспензию ночной агаровой культуры 

до конечной концентрации 2•108 КОЕ/мл. Оптическую плот-

ность бактериальных культур определяли на фотоколориме-

тре «Экотест 2020» (Россия) при длине волны 595 нм. 

Изучение морфологии бактериальных клеток, окрашенных 

фуксином по стандартной методике, проводили с использо-

ванием микроскопа с цифровой фотокамерой OLYMPUS 

BX43 (Япония).

Для оценки уровней синтеза матричных РНК (мРНК) в 

клетках туляремийного микроба были сконструированы 

праймеры на основе нуклеотидных последовательностей ис-

следуемых генов (Gen Bank NCBI, CP066295.1) с помощью 

программного обеспечения Vector NTI (табл. 1). 

Праймеры были синтезированы фирмой «Синтол» 

(Россия). 

Для выделения РНК из бактерий F. tularensis образцы 

культур объемом 2 мл отбирали через 4 и 24 ч культивиро-

вания. После осаждения бактерий центрифугированием в 

the amount of sodC gene mRNA in the late growth phase was 2.8 times higher compared to the early phase. It was shown that 
the growth rate of bacteria in the ZhPS nutrient medium was significantly higher compared to the BHI medium. The F. tularensis 
15 NIIEG culture grown in BHI medium had an increased ability to disseminate in the body of infected BALB/c mice at the early 
stages of the infectious process. It is proposed to use, along with traditional methods for assessing the effectiveness of nutrient 
media for the cultivation of vaccine tularemia strains, a modern post-genomic approach, which consists in determining by real-
time PCR the transcriptional activity of the genes for the proteins IglC, SodB and SodC, which play an important role in the 
initiation of the vaccine process.
Key words: Francisella tularensis 15 NIIEG, mRNA, sodB, sodC, iglC, nutrient medium, BALB/c mice
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Таблица 1. Праймеры для ПЦР-РВ для детекции уровня транс-

крипции генов iglC, sodB, sodC и 16S РНК

Table 1. Primers for real-time PCR to detect the level of transcription 
of the iglC, sodB, sodC and 16S RNA genes

Название праймера /
Primer name

Последовательность /
Subsequence

Ген-мишень /
Target gene

iglCF 5’acaggtaacaagtggcgagacc iglC

iglCR 5’aaacacccataagttctgttggctc iglC

SbcF 5’ctaccttacgctgttgatgcat sodB

SBcR 5’gctcagaaacaaattgccagttt sodB

SCcF 5’tgagtatgctttcacttgtattag sodC

SCcR 5’tagtctgctataactccacacc sodC

F16S 5’cgtcaattcctttgagttttagc 16S РНК

R16S 5’gtgccagcagccgcggtaa 16S РНК
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течение 5 мин (центрифуга MiniSpin Eppendorf, Германия, 

12 000 об./мин) осадки суспендировали в 80 мкл забуферен-

ного физиологического раствора (ЗФР) и выделяли РНК с 

использованием набора реагентов «РНК-экстран» 

(«Синтол») по инструкции фирмы-производителя. Для уда-

ления примесной ДНК в препаратах РНК полученные образ-

цы обрабатывали ДНКазой I, свободной от РНКаз (Fermentas, 

Латвия), согласно протоколу производителя. Оценку количе-

ства и качества выделенной РНК проводили на сканирую-

щем спектрофотометре NanoDrop UV/visible (Thermo Fisher 

Scientific, Waltham, США). 

Комплементарную ДНК (кДНК) синтезировали на матри-

цах РНК с помощью набора реактивов «Реверта-L» 

(«АмплиСенс», Россия) по протоколу фирмы-производи-

теля. 

ПЦР-РВ проводили на амплификаторе CFX96 Touch Real-

Time PCR Detection System (Bio-Rad, США) по программе: 

94°С – 5 мин (1 цикл), 94°С – 30 с, 60°С – 30 с, 72°С– 30 с 

(35 циклов). В пробирки объемом 200 мкл вносили: 1 мкл 

кДНК и 24 мкл ПЦР-смеси (10 пкмоль каждого из пары прай-

меров, 10 мкл 2,5-кратной реакционной смеси для проведе-

ния ПЦР-РВ в присутствии SYBR Green, 2,5мкл 25 мМ рас-

твора MgCl2, деионизованная вода до 24 мкл).

Для оценки уровня экспрессии применяли метод сравне-

ния индикаторных пороговых циклов, нормированных по 

содержащейся в образцах 16S-рРНК.

Оценку начальной стадии диссеминации бактерий 

F. tularensis проводили на мышах линии BALB/c (виварий 

ГНЦ ПМБ) возрастом 6–8 нед., весом 18–20 г. Мышей 

(6 самцов в группе) заражали подкожно в дозе 100 м.к. в 

объеме 0,1 мл. На 2-е и 3-и сутки мышей подвергали эвтана-

зии, селезенки асептически отбирали и гомогенизировали в 

1 мл ЗФР. Суспензии разбавляли в 10 раз стерильным ЗФР, 

высевали по 10 мкл из каждого разведения на чашки с FT-

агаром и инкубировали в течение 72 ч. Работы с микроорга-

низмами выполнялись в соответствии с санитарно-эпидеми-

ологическими правилами [12].

Все стадии исследования с участием животных соответ-

ствовали законодательству Российской Федерации, между-

народным этическим нормам и нормативным документам 

учреждения, а также одобрены соответствующими комите-

тами «Использование современных средств содержания 

животных» (ФБУН ГНЦ ПМБ №7 от 11.09.2013); «Порядок 

работы с СПФ животными в современных исследованиях» 

(ФБУН ГНЦ ПМБ №7 от 11.09.2013).

Каждую пробу в экспериментах исследовали в трех по-

вторах, эксперименты повторяли по меньшей мере дважды. 

Все статистические расчеты и определение уровней значи-

мости (p) были проделаны с помощью программы GraphPad 

Prism 8 (https://www.graphpad.com/scientific-software/prism/). 

Стандартные отклонения p < 0,05 считали статистически зна-

чимыми.

Результаты исследования и их обсуждение

Методом ПЦР-РВ нами был проведен сравнительный ана-

лиз уровней синтеза мРНК генов sodB, sodC и iglC в бакте-

риях F. tularensis 15 НИИЭГ на логарифмической (4 ч) и 

стационарной (24 ч) фазах роста культуры в средах BHI и 

ЖПС. Относительные уровни кДНК, полученные с мРНК ис-

следуемых генов, нормировали делением количества соот-

ветствующей кДНК к количеству кДНК с матрицы 16S РНК. 

Все полученные значения были увеличены в 104 раз. 

Результаты приведены в табл. 2.

Из полученных данных следует, что на 4 ч роста уровни 

синтеза мРНК гена iglC в бактериях в питательной среде BHI 

по сравнению со средой ЖПС достоверно не отличались друг 

от друга, однако при достижении стационарной фазы роста 

уровень синтеза мРНК гена iglC в среде BHI существенно 

возрос и превысил уровень синтеза в среде ЖПС в 3,8 раза. 

Количество мРНК гена sodB в бактериях через 4 ч роста 

в среде ЖПС было выше, чем в среде BHI, причем данная 

тенденция сохранялась к 24 ч роста. Уровень мРНК гена 

sodB в среде ЖПС не менялся в процессе роста, тогда как 

уровень мРНК гена sodB в среде BHI снизился в 5 раз при 

достижении стационарной фазы роста. Количество мРНК 

гена sodС в бактериях на ранней и поздней фазах роста в 

BHI было практически одинаковым, тогда как в среде ЖПС 

количество мРНК гена sodC на поздней фазе роста было 

несколько выше по сравнению с ранней фазой (табл. 2).

Анализ динамики роста культуры штамма F. tularensis 15 

НИИЭГ в средах BHI и ЖПС показал, что вне зависимости от 

состава питательной среды штамм демонстрирует экспонен-

Таблица 2. Транскрипционная активность генов sodB, sodC и 

iglC в бактериях F. tularensis 15 НИИЭГ в жидких питательных 

средах

Table 2. Transcriptional activity of the sodB, sodC and iglC genes 
in the bacteria F. tularensis 15 NIIEG in liquid nutrient media

Относительные уровни мРНК генов / Relative mRNA levels of genes

Гены / Genes iglC sodB sodC

Питательные среды / 
Culture media

ЖПС BHI ЖПС BHI ЖПС BHI

4 ч роста / 4 hours growth 6,4 8,2 1,0 0,5 0,4 0,3

24 ч роста / 24 hours growth 11,4 42,8 1,1 0,1 1,1 0,4
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Рис. 1. Динамика роста штамма F. tularensis 15 НИИЭГ в средах 

ЖПС и BHI: ОП0 – оптическая плотность культуральной жидко-

сти в начальный момент культивирования; ОПt – текущее зна-

чение оптической плотности. 

Fig. 1. Dynamics of growth of the strain F. tularensis 15 NIIEG in 
ZhPS and BHI culture media: ОD0 – the optical density of the culture 
at the initial moment of cultivation; ОDt – current value of optical 
density.
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циальный рост без выраженного лаг-периода. На начальной 

стадии скорости роста культур практически идентичны, но 

по мере увеличения времени культивирования скорость 

роста культуры в среде ЖПС достоверно опережала ско-

рость роста культуры в среде BHI (рис. 1). 

Состав питательной среды влияет не только на скорость 

роста культур, но и на морфологию бактериальных клеточ-

ных агрегатов, свойственных туляремийному микробу. 

Сравнение окрашенных фуксином мазков культур на 6 ч и 

24 ч роста показало существенное отличие между образца-

ми, полученными при культивировании на средах BHI и 

ЖПС. В мазке ночной агаровой культуры F. tularensis 15 

НИИЭГ визуализируются клеточные агрегаты с минималь-

ным количеством изолированных клеток (рис. 2 А). В мазках 

образцов бактериальной культуры из среды ЖПС к 6 ч на-

блюдалась начальная агрегация по сравнению с агаровой 

культурой, а к 24 ч начинали возникать, наряду с крупными 

аморфными агрегатами, и тяжеподобные структуры (рис. 2 

С, E). 

В отличие от среды ЖПС, по мере роста бактерий в среде 

BHI к 6 ч клеточные агрегаты ночной культуры распадались 

на мелкие фрагменты с образованием протяженных вытяну-

тых структур с последующим их укрупнением к 24 ч культи-

вирования (рис. 2 B, D). 

Состав жидкой питательной среды влиял не только на 

культурально-морфологические свойства культуры F. tula-

rensis 15 НИИЭГ, но и на способность бактерий к диссемина-

ции в организме экспериментальных мышей линии BALB/c. 

Количество бактерий, высеваемых из селезенок инфициро-

ванных мышей через 2 и 3 суток, приведено в табл. 3.

Полученные данные показали достоверную разницу в 

бактериальной нагрузке на селезенку мышей для культуры, 

выращенной в среде BHI, по сравнению со средой ЖПС на 

3-и сутки после инфицирования.

Результаты проведенных исследований демонстрируют, 

что компонентный состав жидкой питательной среды для 

культивирования F. tularensis оказывает существенное вли-

яние на молекулярно-биологические свойства вакцинного 

штамма F. tularensis 15 НИИЭГ.

Нами показано, что скорость размножения бактерий на 

поздней стадии роста вакцинного штамма 15 НИИЭГ в 

среде BHI с сердечно-мозговым экстрактом ниже, чем в 

среде ЖПС, содержащий дрожжевой экстракт. 

Как известно, основным компонентом среды BHI является 

пептон (ферментативный гидролизат казеина), а среды 

ЖПС – кислотный гидролизат казеина, обогащенный амино-

кислотами и короткими пептидами, что благоприятно влияет 

на ростовые характеристики бактерий, поскольку F. tularensis

является ауксотрофом по ряду аминокислот, включая гисти-

дин, лизин, метионин, цистеин, аргинин и тирозин [13]. 

Фактором роста является также витаминно-минеральные 

компоненты дрожжевого экстракта [11]. 

Равные скорости роста культур на начальном этапе куль-

тивирования можно объяснить присутствием накопленных 

внутриклеточных метаболитов в посевном материале био-

массы ночной агаровой культуры, выращенной на FT-агаре, 

более богатой среде по сравнению со средой BHI. 

Состав питательных сред влиял и на морфологию клеточ-

ных агрегатов, формирующихся в процессе размножения 

бактерий F. tularensis 15 НИИЭГ. В отличие от среды ЖПС, в 

среде BHI в процессе роста наблюдался более выраженный 

переход от диффузной структуры клеточных агрегатов, ха-

рактерной для ночной агаровой культуры, к филаментозным 

образованиям. 

Состав питательных сред влиял также на уровни актив-

ности генов sodB, sodC и iglC, важных как для метаболизма 

туляремийного микроба, так и для приживления и размноже-

ния бактерий вакцинного штамма F. tularensis в организме 

хозяина. Поскольку культивирование бактерий вакцинного 

штамма F. tularensis 15 НИИЭГ в среде BHI приводило к су-

щественному повышению уровня мРНК гена iglC по сравне-

нию со средой ЖПС, причем эта разница усиливалась по 

мере роста культуры, то можно предположить, что усиление 

экспрессии гена iglC оказывает положительное влияние на 

факторы, задействованные в процессе диссеминации бакте-

риальных клеток в организме мышей. 

Как известно, активные кислородные радикалы O2- в эу-

кариотических клетках выполняют двойную роль: в высоких 

Рис 2. Влияние состава питательных сред и фазы роста культуры F. tularensis 15 НИИЭГ на структуру клеточных агрегатов: А – 

ночная агаровая культура; B – культура через 6 ч роста на среде BHI; C – культура через 6 ч роста на среде ЖПС; D – через 24 ч 

роста на среде BHI; E – культура через 24 ч роста на среде ЖПС.

Fig. 2. The influence of the composition of nutrient media and the growth phase of the F. tularensis 15 NIIEG culture on the structure of cell 
aggregates: A – overnight agar culture; B – culture after 6 hours of growth on BHI medium; C – culture after 6 hours of growth on the 
medium; D – culture after 24 hours of growth on BHI medium; E – culture after 24 hours of growth on ZhPS medium.

Таблица 3. Обсемененность селезенок мышей линии BALB/c 

бактериями F. tularensis 15 НИИЭГ после заражения 24-часо-

выми культурами, выращенными в средах BHI и ЖПС

Table 3. Contamination of the spleens of BALB/c mice with F. 
tularensis 15 NIIEG bacteria after infection with 24-hour cultures 
grown in BHI and ZhPS media

Питательная среда / 
Nutrient medium

2-е сутки / 2nd day 3-и сутки / 3rd day

ЖПС 116,7 ± 228,7 56,7 ± 111,1

BHI 4213,3 ± 5906,6 28160,0 ± 7160,1

A B C D E
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концентрациях они действуют как бактерицидные эффекто-

ры, инактивирующие внутриклеточные патогены в результа-

те повреждения молекул ДНК, РНК, липидов и белов, а при 

низких концентрациях служат вторичными сигнальными мо-

лекулами, регулируя экспрессию различных медиаторов 

воспаления [14, 15]. Ферменты супероксиддисмутазы sodB и 

sodC туляремийного микроба вовлечены как в процессы за-

щиты бактерий от бактерицидного действия факторов 

«окислительного взрыва» макрофагов, так и в процесс по-

давления активации синтеза медиаторов воспаления в ответ 

на инфицирование бактериями эукариотических клеток. 

Более низкий уровень активности супероксиддисмутаз, со-

гласно полученным данным по уровням мРНК генов sodB и 

sodC, в среде BHI по сравнению со средой ЖПС, вероятно, 

позволяет бактериям на начальных этапах проникновения в 

макрофаги за счет более низкой скорости инактивации ра-

дикалов O2- снизить уровень синтеза медиаторов воспале-

ния, увеличивая время до начала «окислительного взрыва» 

в макрофагах, тем самым обеспечивая бактериальную экс-

пансию и системную диссеминацию в паренхиматозных ор-

ганах. Полученные нами результаты согласуются с данными, 

полученными для мышей линии C57BL/6, инфицированных 

бактериями F. tularensis LVS, культивированными на среде 

BHI и среде Мюллера–Хинтон [8].

Полученные результаты, наряду с традиционными мето-

дами оценки эффективности питательных сред для культи-

вирования вакцинных туляремийных штаммов, позволяют 

предложить современный постгеномный подход, заключаю-

щийся в определении методом ПЦР-РВ транскрипционной 

активности генов белков IglC, SodB и SodC, играющих важ-

ную роль в инициации вакцинального процесса. 
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Нераскрытый потенциал бактериальных соединений и генов, 
связанных с токсином, вызывающим рак толстой кишки

In silico разработка генома обеспечивает легкий доступ к кластерам генов 

биосинтеза вторичных метаболитов (BGC), кодирующим биосинтез многих 

биологически активных соединений, которые являются основой для многих 

важных лекарств, используемых в медицине. Проанализировано 3889 гено-

мов энтеробактерий и обнаружено 13 266 BGC, представленных 252 различ-

ными семействами BGC и 347 дополнительными одиночками. Анализ панге-

нома выявил 88 генов, предположительно связанных со специфическим BGC, 

кодирующим связанный с раком толстой кишки колибактин, который кодирует 

различные метаболические и регуляторные функции. Представленный рабо-

чий процесс открывает возможность обнаружения новых вторичных метабо-

литов, лучшего понимания их физиологической роли и предоставляет руководство по идентификации и анализу наборов 

генов, связанных с BGC.

Mohite OS, et al. 

Pangenome analysis of Enterobacteria reveals richness of secondary metabolite gene clusters and their associated gene sets. 

Synthetic and Systems Biotechnology. 2022;(7):900-10.
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ICEVpaRus – новый ICE-элемент 

Vibrio parahaemolyticus
С.О.Водопьянов, О.С.Чемисова, А.С.Водопьянов, Р.В.Писанов, М.М.Сагакянц, О.А.Цырулина

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону, 

Российская Федерация

Для выявления интегративных конъюгативных элементов (ICE) Vibrio parahaemolyticus сконструированы праймеры, 
фланкирующие место интеграции ICE в 5’ конец гена pfrC3. В случае интактного гена pfrC3 при проведении полиме-
разной цепной реакции формируется фрагмент размером 478 п.о., в случае вставки ICE продукт амплификации 
отсутствует. При анализе коллекции из 14 культур V. parahaemolyticus обнаружено отсутствие ампликона при анализе 
ДНК из штамма 19632. Проведенный полногеномный сиквенс этого штамма и последующий биоинформационный 
анализ показал, что у него между 5’ и 3’ концами гена pfrC3 встроен ICE-элемент размером 71 684 п.о., обозначенный 
нами как ICEVpaRus и кодирующий 91 ген. В составе идентифицированного ICEVpaRus и двух ранее описанных ICE 
элементов V. parahaemolyticus ICEVpaCan1 и IECVpaTF2 не идентифицирован ни один из генов антибиотикорезистент-
ности. Анализ идентифицированных генов показал высокую степень уникальности белков для каждого ICE, а также 
присутствие значительного числа гипотетических протеинов, т.е. белков с не установленной на данный момент функ-
цией. 
Ключевые слова: Vibrio parahaemolyticus, интегративные конъюгативные элементы, ICE, праймеры, ген pfrC3

Для цитирования: Водопьянов С.О., Чемисова О.С., Водопьянов А.С., Писанов Р.В., Сагакянц М.М., Цырулина О.А. ICEVpaRus – новый ICE-
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ICEVpaRus – new ICE element Vibrio parahaemolyticus
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Rostov-on-Don Antiplague Scientific Researsh Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation

To identify integrative conjugative elements (ICE) of Vibrio parahaemolyticus, primers flanking the place of integration of ICE 
into the 5’ end of the pfrC3 gene were constructed. In the case of an intact pfrC3 gene, a fragment with a size of 478 bp is 
formed during PCR, in the case of ICE insertion, there is no amplification product. When analyzing a collection of 14 cultures 
of V. parahaemolyticus, the absence of an amplicon was found when analyzing DNA from strain 19632. A full-genome 
sequence of this strain and subsequent bioinformatic analysis showed that it has an ICE element embedded between the 5’ and 
3’ ends of the pfrC3 gene, designated by us as ICEVpaRus with a size of 71,684 bp and encoding 91 genes. None of the 
antibiotic resistance genes were identified in the identified ICEVpaRus and two previously described ICE elements of 
V. parahaemolyticus ICEVpaCan1 and IECVpaTF2. The analysis of the identified genes showed a high degree of uniqueness 
of proteins for each ICE, as well as the presence of a significant number of hypothetical proteins, i.e. proteins with currently 
unknown function.
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V ibrio parahaemolyticus – грамотрицательная галофиль-

ная бактерия, которая является основной причиной 

диарейных заболеваний, связанных с морепродуктами [1], 

септицемией и раневой инфекцией [2, 3]. Интегративные 

конъюгативные элементы (ICE) представляют собой мобиль-

ные генетические элементы, способные к горизонтальному 

переносу и кодирующие широкий спектр генетической 

информации, включая устойчивость к антибиотикам и тяже-

лым металлам [4]. Значение ICE в биологии Vibrio cholerae и 

реализации патогенного потенциала, включая резистент-

ность к антибиотикам, изучены достаточно полно [5–7]. 

На этом фоне роль ICE в случае V. parahaemolyticus иссле-

дована чрезвычайно слабо. Имеющиеся немногочисленные 

данные противоречивы. Так, среди 594 изолятов 

V. parahaemolyticus из культивируемых устриц и эстуарной 

воды, несмотря на наличие 74,1% изолятов с устойчивостью к 
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одному антибиотику и 13,5% изолятов с множественной ле-

карственной устойчивостью, не было выявлено ни одного ICE-

элемента [8]. В то же время 59 из 997 изолятов из пресновод-

ных креветок (5,9%) были предположительно ICE-позитивными 

по наличию положительного результата в полимеразной цеп-

ной реакции (ПЦР) на присутствие пяти генов, характерных 

для SXT/R391-подобных ICE (int, attR, traC, setR и traI). 

Интересен тот факт, что устойчивость V. parahaemolyticus к 

тяжелым металлам была характерна для ICE-положительных 

штаммов с более чем восемью маркерами устойчивости к 

антибиотикам [4]. Имеются сообщения о возможном присут-

ствии ICE, лишенных генов устойчивости к антибиотикам, в 

трех изолятах V. parahaemolyticus, выделенных из воды мол-

люсков в 2002–2003 гг. в Мозамбике [9].

Однако в глобальной базе данных ICE-элементов ICEberg2 

[10] присутствует всего один охарактеризованный ICE-

элемент V. parahaemolyticus – ICEVpaCan1, выявленный в 

штамме V. parahaemolyticus S107-1 [11], при этом в GenBank 

также представлен еще один ICE-элемент IECVpaTF2, вы-

явленный в штамме TF2 (NCBIAccessionNumberMN201567). 

Очевидно, подобная ситуация обусловлена отсутствием ме-

тодики выявления и идентификации ICE-элементов V. para-

haemolyticus. 

В связи с этим цель настоящего исследования состояла в 

разработке алгоритма поиска ICE-элементов у V. para-

haemolyticus и его апробации на наборе штаммов.

Материалы и методы

В работе использованы 14 штаммов V. parahaemolyticus 

19632, Р-14810, 19366, 20647, 20404, 19744, 19529, 19394, 

19379, 19234, 19167, 19016, 19008, 19014 из лаборатории 

«Коллекция патогенных микроорганизмов» ФКУЗ 

«Ростовский-на-Дону противочумный институт» 

Роспотребнадзора. Штаммы культивировали 24–48 ч на 

агаре Мартена с 2% хлорида натрия при 37°С. 

Полногеномное секвенирование штаммов V. para-

haemolyticus проведено в ходе выполнения стратегической 

инициативы социально-экономического развития Российской 

Федерации до 2030 г. «Санитарный щит страны – безопас-

ность для здоровья (предупреждение, выявление, реагиро-

вание)» на платформе MiSeq (Illumina, США) и OxfordNanopore 

(США). Сборку геномов, представленных в виде ридов, про-

водили с использованием программы Spades [12]. 

Полногеномные сиквенсы V. parahaemolyticus также были 

получены из базы данных NCBI. Поиск открытых рамок счи-

тывания проводили с использованием программы Glimmer3 

[13]. Для аннотации и идентификации генов использовали 

программу blastx из пакета BLAST+ с использованием по-

следовательностей референсных генов, полученных из базы 

данных uniprot.org [14]. Визуализацию расположения генов 

проводили с использованием пакета pyGenomeViz [15]. 

Условия проведения ПЦР (15 циклов амплификации) и учета 

результатов описаны ранее [16].

Результаты исследования и их обсуждение

Известно, что ICE различных микроорганизмов могут ин-

тегрироваться в самые различные сайты, при этом для не-

которых ICE-элементов сайт прикрепления часто находится 

в гене тРНК [17, 18]. Однако в случае V. cholerae ICE элемент 

стабильно интегрируется в 5’ конец гена pfrC3 размером 

1590 п.о., детерминирующего белковый продукт peptide 

chain release factor 3 размером 529 аминокислот [7, 19]. 

Мы предположили, что эта закономерность интеграции 

ICE-элементов в геноме холерного вибриона свойственна и 

для близкородственного V. parahaemolyticus. Предвари-

тельный биоинформационный анализ показал, что гены 

pfrC3 V. cholerae и V. parahaemolyticus совпадают по нуклео-

тидной и аминокислотной последовательности продуктов на 

78 и 88% соответственно, а совпадение по гену интегразы 

ICE-элементов достигает 96–98%.

В связи с этим нами для выявления состояния гена pfrC3 

V. parahaemolyticus (нативный или наличие вставки) были 

сконструированы праймеры (прямой: CGAGAATACCGCG 

CAAAATTG и обратный: CAGACGTGTTACTTCCATTAGCT), 

фланкирующие место предположительной интеграции ICE-

элемента. В случае интактного гена pfrC3 при использова-

нии данных праймеров формируется фрагмент размером 

478 п.о., в случае вставки размер ожидаемого фрагмента 

превышает 50 т.п.о. поскольку содержит в своем составе 

последовательность интегрированного ICE-элемента, что 

приводит к отсутствию продукта амплификации. Этот мето-

дический прием in vitro был успешно использован ранее для 

выявления встраивания генетического островка VcB во вто-

рую хромосому V. cholerae [16].

Результат амплификации с праймерами, фланкирующи-

ми участок гена pfrC3, представленный на рис. 1, показал 

отсутствие специфического ампликона в случае проведения 

ПЦР-анализа ДНК штамма 19632 (рис. 1, лунка 1). При изу-

чении остальных 13 штаммов V. parahaemolyticus из рабочей 

коллекции регистрировали появление целевого продукта 

(рис. 1, лунки 2–4). Данный результат расценивался нами 

как факт наличия большой вставки в ген pfrC3 в геноме 

только штамма V. parahaemolyticus 19632.

Рис. 1. Электрофореграмма ПЦР-продуктов ДНК штаммов 

V. parahaemolyticus с праймерами, фланкирующими участок 

гена pfrC3, в геле 8% полиакриламида. Лунки 1–4: результат 

реакции со штаммами 19632, Р-14810, 19366, 20647. 

Специфический ампликон присутствует только в лунках 2, 3 и 4.

Fig. 1. Electrophoregram of PCR DNA products of V. parahaemolyticus 
strains with primers flanking a section of the pfrC3 gene in a gel of 
8% polyacrylamide. Wells 1–4 result of reaction with strains 19632, 
P-14810, 19366, 20647. The specific amplicon is present only in 
wells 2, 3 and 4.
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В связи с этим нами был проведен сиквенс штамма 

V. parahaemolyticus 19632 с предположительной вставкой и 

13 «нативных» штаммов, несущих по данным ПЦР интакт-

ный ген pfrC3. Для получения более достоверных результа-

тов сиквенс каждого штамма проведен дважды на двух 

платформах: Illumina MiSeq и Oxford Nanopore, что дало воз-

можность собрать гибридные последовательности геномов.

Биоинформационный анализ полученных гибридных по-

следовательностей показал, что между 5’ и 3’ концами гена 

pfrC3 в геноме штамма 19632 встроен ICE-элемент, обозна-

ченный нами как ICEVpaRus. В геномах 13 «нативных» 

штаммов, как и предполагали, присутствовал интактный ген 

pfrC. Штамм V. parahaemolyticus19632, выделенный в 2013 г. 

из морской воды на пляже г. Новороссийска, не содержал 

генов tdh и trh.

Проведен сравнительный анализ геномного состава об-

наруженного ICEVpaRus и двух известных элементов – 

IECVpaTF2 и ICEVpaCan1, показавший существенное раз-

личие в локализации и структуре генов (рис. 2). Размеры 

генетических структур составили: ICEVpaCan1 – 81 492 п.о., 

ICEVpaTF2 – 83 588 п.о. Выявленный нами у штамма 

V. parahaemolyticus 19632 ICEVpaRus имел размер 71 684 п.о. 

В структуре трех ICE-элементов V. parahaemolyticus иденти-

фицировано 143 гена, при этом в составе ICEVpaCan1 и 

ICEVpaRus был выявлен 91 ген, а в IECVpaTF2 – 93 гена. 

Общими для всех трех ICE-элементов был 61 ген. Интересно 

отметить, что ни в одном из изученных ICE-элементов 

V. parahaemolyticus программой blastx не идентифицирован 

ни один из генов антибиотикорезистентности, что согласует-

ся с данными об отсутствии связи между резистентностью 

V. parahaemolyticus к антибиотикам и наличием ICE-элемента 

[8, 9]. Эти результаты противоречат известным данным о 

роли ICE-элементов V. cholerae в детерминировании устой-

чивости к антибиотикам [6, 7, 20]. Анализ идентифицирован-

ных генов показал высокую степень уникальности белков в 

составе изученных ICE-элементов. Число уникальных генов 

для каждого ICE элемента составило 22, 27 и 23 соответ-

ственно (таблица). Кроме того, интересен факт присутствия 

значительного числа гипотетических протеинов, т.е. белков 

с неустановленной на данный момент функцией. Вероятно 

участие подобных структур, входящих в состав ICE-

элементов V. parahaemolyticus, в реализации новых призна-

ков, в т.ч. в обеспечении резистентности хозяина к токсиче-

скому воздействию ионов тяжелых металлов [21–23].

Заключение

Таким образом, на основании проведенной работы пред-

ложен алгоритм поиска ICE-элементов V. parahaemolyticus, 

основанный на отборе с помощью сконструированных прай-

меров штаммов, содержащих вставку в ген pfrC, и их после-

дующего секвенирования. В результате использования 

предложенного алгоритма у V. parahaemolyticus идентифи-

цирован новый ICE – ICEVpaRus, содержащий 91 ген, но не 

содержащий генов антибиотикорезистентности. В противо-

вес V. cholerae, в случае V. parahaemolyticus все охарактери-

зованные на данный момент ICE-элементы не содержат де-

терминант устойчивости к антибиотикам. Возможная роль 

ICE-элементов в биологии этого возбудителя пока не ясна и 

нуждается в дальнейшем изучении, в т.ч. в плане возможной 

толерантности возбудителя к воздействию тяжелых метал-

лов. 

Таблица. Характеристика генов, идентифицированных в 

составе ICE-элементов V. parahaemolyticus
Table. Characteristics of the genes identified in the composition of 
the ICE elements of V. parahaemolyticus

Характеристика генов, 
детерминируемых ICE /
Characteristics of genes 
determined by ICE

Тип ICE-элемента / 
ICE-element type

ICEVpaCan1 ICEVpaRus ICEVpaTF2

Специфичен для ICEVpaCan1 /
Specific to ICEVpaCan1

22

Специфичен для ICEVpaRus /
Specific to ICEVpaRus

27

Специфичен для ICEVpaTF2 /
Specific to ICEVpaTF2

23

Гипотетические протеины /
Hypothetical proteins

18 14 21

Рис. 2. Сравнение структуры трех ICE-элементов V. parahaemolyticus.

Fig. 2. Comparison of the structure of three ICE elements of V. parahaemolyticus.

ICEVpaRus

ICEVpaCan1

ICEVpaTF2
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ICEVpaRus – новый ICE-элемент Vibrio parahaemolyticus

ICEVpaRus – new ICE element Vibrio parahaemolyticus
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CRISPR/Cas-белки для выявления генов 

антибиотикоустойчивости у патогенных 

микроорганизмов

М.А.Тюменцева, А.И.Тюменцев, А.Н.Преловская, В.Г.Акимкин

ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва, Российская Федерация

Для решения эпидемиологических задач по расшифровке вспышек инфекционных болезней, выявления и идентифи-
кации возбудителя, а также детекции специфических бактериальных генов необходимы разработка и внедрение в 
практику работы надзорных и мониторинговых служб современных технологий молекулярной эпидемиологии. Одной 
из таких технологий является использование элементов генетического редактирования системы CRISPR/Cas. В насто-
ящей работе разработаны направляющие РНК, которые могут быть использованы в системе CRISPR/Cas12 в составе 
рибонуклеопротеиновых комплексов для выявления единичных копий генов антибиотикоустойчивости патогенных 
микроорганизмов.
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В
2018 г. было показано, что один из ферментов 

CRISPR-системы – Cas12 – после распознавания 

своей целевой ДНК-мишени начинает неспецифически 

гидролизовать одноцепочечную ДНК. Такое свойство Cas12 

можно использовать в качестве индикатора присутствия 

определенной мишени, например генома вируса или бакте-

рии. Исследователи использовали это открытие для созда-

ния технологической платформы обнаружения нуклеино-

вых кислот DETECTR (DNA Endonuclease Targeted CRISPR 

Trans Reporter). Впервые DETECTR была использована для 

выявления и генотипирования вируса папилломы человека 

(HPV). Предложенная платформа объединяет нуклеазу 

Cas12a, ее направляющую РНК, специфичную к нуклеино-

вой кислоте HPV, и флуоресцентную репортерную молеку-

лу. Технология DETECTR используется для обнаружения 

целевой ДНК-мишени после предварительной амплифика-

ции [1]. Не менее важным приложением системы CRISPR/

Cas является идентификация бактериальных патогенов и 

детекция специфических бактериальных генов. Так, напри-

мер, с помощью платформы SHERLOCK (Specific High-

Sensitivity Enzymatic Reporter Unlocking) удалось корректно 

генотипировать ряд штаммов Escherichia coli и Pseudomonas 

aeruginosa при низкой перекрестной реактивности. Кроме 

того, платформа SHERLOCK была использована для диф-
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ференциации клинических изолятов Klebsiella pneumoniae с 

двумя различными генами антибиотикоустойчивости, что 

открывает значительные перспективы создания мульти-

плексных систем для одновременной идентификации бак-

териальных патогенов и выявления у них генов антибиоти-

коустойчивости [2].

Антибиотикоустойчивые патогенные микроорганизмы 

стали проблемой современного здравоохранения, так как 

устойчивость к антибиотикам приводит к увеличению меди-

цинских расходов, длительному пребыванию в больнице и 

увеличению смертности. В связи с этим крайне актуальной 

является задача разработки новых эффективных методик 

выявления генов антибиотикоустойчивости у бактериальных 

патогенов, основанных на генетических технологиях, таких 

как CRISPR/Cas.

Материалы и методы

В работе использовались методы амплификации нуклеи-

новых кислот, в т.ч. с детекцией флуоресценции в режиме 

реального времени.

Подбор последовательностей-мишеней в генах антибио-

тикоустойчивости для создания направляющих РНК прово-

дили с использованием современных алгоритмов in silico 

анализа нуклеотидных последовательностей и программ, 

находящихся в открытом доступе, включая Benchling (https://

www.benchling.com/molecular-biology/).

В качестве модельных матриц генов антибиотикоустойчи-

вости использовали плазмидные ДНК pGEM-T, содержащие 

в своем составе фрагменты соответствующих генов антибио-

тикоустойчивости.

Предварительную амплификацию участков, соответствую-

щих генам антибиотикоустойчивости, проводили с использо-

ванием ПЦР-смеси-2 blue (ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» 

Роспотребнадзора, Россия) и специфических олигонуклеоти-

дов [3, 4]. В ходе пробоподготовки для предварительной ам-

плификации проводили титрование модельных матриц путем 

приготовления серийных разведений. Температурный про-

филь амплификации для получения ПЦР-продуктов, кодиру-

ющих фрагменты генов антибиотикоустойчивости: начальная 

денатурация 95°С в течение 3 мин; 40 циклов амплификации 

95°С – 15 с, 55°С – 45 с, 72°С – 30 с; финальная элонгация: 

72°С в течение 5 мин. Эффективность предварительной ам-

плификации полученных фрагментов генов антибиотикоу-

стойчивости оценивали при помощи электрофореза в агароз-

ном геле. Амплифицированный материал без предваритель-

ной очистки использовали для экспериментов по выявлению 

генов антибиотикоустойчивости с помощью рибонуклеопро-

теиновых комплексов LbCpf1 из Lachnospiraceae, содержа-

щих направляющие РНК sgRNA [3, 4].

Синтез направляющих РНК для обнаружения генов анти-

биотикоустойчивости и создание готовых рибонуклеопротеи-

новых комплексов, содержащих белок семейства CRISPR/

Cas LbCpf1 из Lachnospiraceae и направляющую РНК, прово-

дили как описано ранее [5].

Для обнаружения генов антибиотикоустойчивости готови-

ли реакционную смесь, содержащую 250 нг рибонуклеопро-

теинового комплекса (LbCpf1 из Lachnospiraceae и направля-

ющая РНК), 20 pmol флуоресцентного зонда 6FAM-TTATT-

BHQ1 и предварительно амплифицированный фрагмент со-

ответствующего гена антибиотикоустойчивости. Реакционные 

смеси, содержащие все необходимые компоненты, помеща-

ли в амплификатор «ДТПрайм 5» («ДНК-Технология», Россия) 

и задавали следующие параметры реакции: 60 циклов; 

37°С – 35 с, 37°С – 25 с со съемкой флуоресценции.

Результаты исследования и их обсуждение

Для каждого гена (blaVIM-2 P. aeruginosa, mecA Staphylococcus 

aureus и blaTEM-1B E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Salmonella 

enterica, Shigella flexneri и др.) был составлен перечень участ-

ков с теоретически рассчитанной вероятностью их расщепле-

ния [6]. Из составленного перечня были выбраны участки, 

характеризующиеся наибольшей вероятностью расщепления 

нуклеазой LbCpf1 из Lachnospiraceae, и сконструированы со-

ответствующие направляющие РНК. Среднее значение рас-

считанной вероятности расщепления последовательностей-

мишеней с помощью разработанных РНК составило 96,52%.

В ходе проделанной работы были разработаны направля-

ющие РНК, которые могут быть использованы в системе 

CRISPR-Cas12 в составе рибонуклеопротеиновых комплек-

сов для выявления генов антибиотикоустойчивости патоген-

ных микроорганизмов:

• 5 шт. для выявления гена антибиотикоустойчивости 

blaVIM-2 P. aeruginosa;

• 2 шт. для выявления гена антибиотикоустойчивости mecA 

S. aureus;

• 6 шт. для выявления гена антибиотикоустойчивости 

blaTEM-1B E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. enterica, 

S. flexneri и др.

• В качестве модельных матриц использовали плазмидную 

ДНК pGEM-T, содержащую клонированные фрагменты генов 

антибиотикоустойчивости:

• pGEM-T-blaVIM-2, содержащую в своем составе фрагмент 

гена антибиотикоустойчивости blaVIM-2 P. aeruginosa размером 

411 п.о.;

• pGEM-T-mecA-1280, содержащую в своем составе фраг-

мент гена антибиотикоустойчивости mecA S. aureus разме-

ром 169 п.о.;

• pGEM-T-mecA-1412, содержащую в своем составе фраг-

мент гена антибиотикоустойчивости mecA S. aureus разме-

ром 314 п.о.

• pGEM-T-blaTEM-1B, содержащую в своем составе фрагмент 

гена антибиотикоустойчивости blaTEM-1B E. coli, K. pneumoniae, 

P. aeruginosa, S. enterica, S. flexneri и др. размером 618 п.о.

Предварительную амплификацию участка, соответствую-

щего фрагменту гена антибиотикоустойчивости, проводили с 

использованием специфических олигонуклеотидов. Для раз-

работки систем CRISPR/Cas с целью выявления генов анти-

биотикоустойчивости были использованы 1–2 пары специфи-

ческих олигонуклеотидов для проведения пре-амплификации 

[3, 4]. Отметим, что эффективность работы систем CRISPR/

Cas для выявления генов антибиотикоустойчивости не зави-

села от длины анализируемых фрагментов.

Для обнаружения генов антибиотикоустойчивости с помо-

щью рибонуклеопротеиновых комплексов CRISPR/Cas был 

проведен ряд экспериментов и показано, что комплексы, 

сформированные на основе LbCpf1 из Lachnospiraceae и со-
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ответствующих направляющих РНК, обладают способностью 

выявлять единичные копии генов антибиотикоустойчивости:

• 1,5 копий гена антибиотикоустойчивости blaVIM-2 P. aeru-

ginosa, внесенных в реакцию предварительной амплифика-

ции;

• 1,7 копий гена антибиотикоустойчивости mecA S. aureus, 

внесенных в реакцию предварительной амплификации;

• 2,56 копий гена антибиотикоустойчивости blaTEM-1B E. coli, 

K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. enterica, S. flexneri, внесенных 

в реакцию предварительной амплификации.

Также в ходе работ была оценена эффективность выявле-

ния единичных копий генов антибиотикоустойчивости, содер-

жащихся в составе модельных матриц, с использованием 

различных направляющих РНК. Было показано, что рибону-

клеопротеиновые комплексы CRISPR/Cas, сформированные 

на основе LbCpf1 из Lachnospiraceae и направляющих РНК, 

выявляют единичные копии генов антибиотикоустойчивости с 

различной эффективностью, и их можно расположить в сле-

дующем порядке по уменьшению активности:

sgRNA blaVIM-2 №207 > sgRNA blaVIM-2 №93 > sgRNA 

blaVIM-2 №366 > sgRNA blaVIM-2 №285 > sgRNA blaVIM-2 №95;

crRNA mecA №1280 ≈ crRNA mecA №1412;

crRNA blaTEM-1B №536 ≥ crRNA blaTEM-1B №410 > crRNA blaTEM-1B 

№56 ≥ crRNA blaTEM-1B №166 > crRNA blaTEM-1B №329 ≥ crRNA 

blaTEM-1B №479.

Разработанные направляющие РНК были протестированы 

на ограниченных панелях клинических образцов:

10 шт., содержащих P. aeruginosa, несущую ген антибио-

тикоустойчивости blaVIM-2 (ранее подтверждено микробиологи-

ческими методами и методом секвенирования следующего 

поколения);

16 шт., содержащих S. aureus, несущую ген антибиотикоу-

стойчивости mecA (ранее подтверждено методом секвениро-

вания следующего поколения);

10 шт. (6 шт. E. coli, 4 шт. K. pneumoniae), содержащих ген 

антибиотикоустойчивости blaTEM-1B (ранее подтверждено мето-

дом секвенирования следующего поколения).

В ходе проведенного анализа было показано, что рибону-

клеопротеиновые комплексы CRISPR/Cas обладают способ-

ностью выявлять гены антибиотикоустойчивости в препара-

тах ДНК, выделенных из клинических образцов. При этом 

значение сигнала превышало значение «шума» (неспецифи-

ческой флуоресценции контрольного образца, не содержа-

щего мишени) в 5 раз в среднем на:

13–14-м цикле (13–14 мин) анализа образцов, содержащих 

P. aeruginosa, несущую ген антибиотикоустойчивости blaVIM-2;

28–29-м цикле (28–29 мин) анализа образцов, содержащих 

S. aureus, несущую ген антибиотикоустойчивости mecA;

19–20-м цикле (19–20 мин) анализа образцов, содержащих 

ген антибиотикоустойчивости blaTEM-1B.

Отметим также, что эффективность выявления генов анти-

биотикоустойчивости, содержащихся в составе препаратов 

ДНК, выделенных из клинических образцов, с использовани-

ем различных направляющих РНК и LbCpf1 из Lachnospiraceae 

различалась, как и при работе с модельными матрицами.

В литературе имеются упоминания о разработке и полу-

чении направляющих РНК для выявления генов антибиотико-

устойчивости у бактериальных патогенов с помощью техно-

логии CRISPR/Cas [7, 8]. Например, V.Müller et al. описывают 

анализ, основанный на оптическом картировании ДНК от-

дельных плазмид, несущих гены антибиотикоустойчивости, 

бактериальных изолятов в наножидкостных каналах, который 

предоставляет подробную информацию об этих плазмидах, в 

т.ч. о наличии/отсутствии в них генов антибиотикоустойчиво-

сти. Описанный анализ позволяет идентифицировать гены 

антибиотикоустойчивости с использованием CRISPR/Cas9 и 

направляющих РНК, специфических к генам антибиотикоу-

стойчивости blaCTX-M группы 1, blaCTX-M группы 9, blaNDM и blaKPC. 

В ходе анализа рибонуклеопротеиновый комплекс CRISPR/

Cas9 линеаризует кольцевые плазмиды в районе гена анти-

биотикоустойчивости, а полученные линейные молекулы 

ДНК идентифицируются с помощью оптического картирова-

ния [7]. Недостатками описанного анализа является необхо-

димость использования дорогостоящего высокотехнологич-

ного оборудования (специализированные нанофлюидные 

биочипы, инвертированный флуоресцентный микроскоп с 

увеличением не менее 100×), а также необходимость прове-

дения сложного анализа полученных данных с применением 

специализированного программного обеспечения. Кроме 

того, только в перспективе предложенный анализ сможет 

быть применен к образцам с низкой концентрацией ДНК, так 

как предложенный способ описывает проведение анализа с 

образцами, содержащими около 108 копий плазмидных ДНК, 

несущих гены антибиотикоустойчивости (60 нг ДНК, плаз-

мидной ДНК размером 67 т.п.н. – 220 т.п.н.). В то же время 

описанные в настоящей работе направляющие РНК позволя-

ют ультрачувствительно выявлять единичные копии генов 

антибиотикоустойчивости, в т.ч. в составе препаратов ДНК, 

выделенных из клинических образцов, после предваритель-

ной амплификации в составе рибонуклеопротеиновых ком-

плексов CRISPR/Cas12.

Заключение

В ходе проделанной работы впервые в России разработа-

ны направляющие РНК, которые могут быть использованы в 

системе CRISPR/Cas12 в составе рибонуклеопротеиновых 

комплексов для выявления генов антибиотикоустойчивости 

патогенных микроорганизмов. Полученные направляющие 

РНК системы CRISPR/Cas12 способны in vitro выявлять целе-

вые последовательности в составе модельных матриц и ну-

клеиновых кислотах, выделенных из клинических образцов.

После проведения дополнительных исследований, оптими-

зации и апробации описанные направляющие РНК могут 

быть использованы для разработки высокочувствительных и 

высокотехнологичных прототипов диагностических систем 

нового поколения на основе генетических технологий (на-

правленное редактирование генома) для совершенствования 

методов диагностики инфекционных заболеваний, в т.ч. для 

разработки методов выявления антибиотикоустойчивых ми-

кроорганизмов.

Подобные разработки направлены на ускорение разви-

тия генетических технологий, создают научно-технический 

задел для реализации широко спектра научных и приклад-

ных проектов, связанных с внедрением в сферу здравоох-

ранения новых медицинских изделий (диагностических 

систем), средств индикации и идентификации патогенных 

биологических агентов. Такие диагностические системы 
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могут обладать более высокой чувствительностью по 

сравнению с ПЦР. Кроме того, их применение возможно 

как у постели больного, так и в полевых условиях без ис-

пользования специализированного высокотехнологичного 

оборудования. Их отличает высокая скорость, простота и 

потенциально сниженная по сравнению с ПЦР стоимость 

анализа.
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Современные подходы к диагностике 

сочетанных очагов туляремии 

на территории Алтая
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Туляремия – это природно-очаговое острое инфекционное заболевание с трансмиссивным путем передачи. 
Заболеваемость туляремией населения Республики Алтай и Алтайского края в последние годы занимает весьма 
скромное место, последние два случая заболевания были зарегистрированы в 2010 г. Благополучная эпидемическая 
ситуация в немалой степени определена высоким уровнем иммунизации населения. С 2015 г. отмечается тенденция 
к расширению ареала этой инфекции на территории Алтая. С 2016 г. в природных очагах туляремии начал циркули-
ровать штамм, характерный для Средней Азии, – Francisella tularensis mediasiatica. В 2017–2023 гг. изолирован 
61 штамм туляремийного микроба, их них 51 F. tularensis mediasiatica и 10 F. tularensis holarctica. Основным источником 
выделения культур являются эктопаразиты (Haemaphysalis concinna и Dermacentor silvarum). Они являются резервуа-
ром и переносчиками туляремии, что соответствует ареалу распространения этих двух видов клещей. Выделенные 
штаммы подвида mediasiatica вирулентны для лабораторных животных (белые мыши), но не вызывают значительной 
заболеваемости в естественных условиях, т.к. циркулируют в очаге среди клещей. Современным подходом к изуче-
нию природных очагов туляремии, где имеет место сочетанная циркуляция возбудителя туляремии двух подвидов – 
mediasiatica и holarctica, является разработанная и широко внедренная совместно со специалистами ФБУН ГНЦ ПМБ 
(Оболенск) методика определения подвидовой принадлежности на базе станции.
Ключевые слова: природно-очаговая инфекция, возбудитель туляремии, Francisella tularensis mediasiatica, Francisella 
tularensis holarctica, вирулентность
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Modern approaches to the diagnosis of combined foci 
of tularemia in Altai

E.N.Rozhdestvensky, G.Kh.Bazarova, E.S.Polkovnikov, E.E.Bzhitskikh, N.Yu.Krasavina, A.A.Kireev

Altai Anti-Plague Station of Rospotrebnadzor, Gorno-Altaisk, Altai Republic, Russian Federation

Tularemia is a naturally occurring acute infectious disease with transmissible transmission. The incidence of tularemia in the 
population of the Altai Republic and the Altai Territory in recent years has occupied a very modest place; the last two cases of 
the disease were registered in 2010. The favorable epidemic situation is to a large extent determined by the high level of 
immunization of the population. Since 2015, there has been a tendency to expand the range of this infection in Altai. Since 2016, 
a strain characteristic of Central Asia, Francisella tularensis mediasiatica, began to circulate in natural foci of tularemia. From 
2017–2023 61 strains of the tularemia microbe were isolated, including F. tularensis mediasiatica (51) and F. tularensis 
holarctica (10). The main source of crop isolation is ectoparasites (Haemaphysalis concinna and Dermacentor silvarum). They 
are reservoirs and vectors of tularemia, which corresponds to the distribution range of these two types of ticks. The isolated 
strains F. mediasiatica are virulent for laboratory animals (white mice), but do not cause significant morbidity in natural 
conditions, because circulates in the outbreak among ticks. A modern approach to study natural foci of tularemia with combined 
circulation of the pathogen F. tularensis mediasiatica and F. tularensis holarctica (in 2017–2023) is a station-based subspecies 
methodology developed and widely implemented jointly with specialists from the SCRAMB (Obolensk).
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Т
уляремия – это природно-очаговое острое инфекцион-

ное заболевание с трансмиссивным путем передачи. 

Источниками возбудителя инфекции являются мелкие мле-

копитающие, а переносчиками – иксодовые клещи и некото-

рые двукрылые насекомые [1, 2]. Одно из важнейших стра-

тегических приоритетных направлений деятельности проти-

вочумных учреждений – организация и проведение монито-

ринга туляремийной природно-очаговой инфекционной 

болезни. Внедрение в практику эпизоотологического мони-

торинга современных информационных и диагностических 

технологий, в т.ч. направленных на расшифровку генома 

возбудителя, позволило повысить эффективность профи-

лактических мероприятий, во многом опирающихся на каче-

ство прогнозов развития эпидемиологической и эпизоотоло-

гической ситуации. 

На современном этапе зоонозная природно-очаговая ин-

фекция (туляремия) занимает относительно низкое место в 

структуре инфекционной заболеваемости на территории 

России. Значимость возбудителя туляремии, относящегося 

по классификации CDC к категории А патогенных биологи-

ческих агентов, определяется различными факторами и 

особенностями эпидемиологического проявления инфекции 

[3]. Возбудитель туляремии обладает высокой патогенно-

стью для человека: инокуляция или ингаляция 10–50 бакте-

рий приводит к развитию инфекционного процесса при 

практически 100%-й восприимчивости организма человека к 

инфекции [4]. 

В связи с актуальностью расширения ареала возбудителя 

туляремии ФКУЗ «Алтайская ПЧС» Роспотребнадзора обеспе-

чивает готовность к проведению диагностических исследова-

ний территорий Республики Алтай и Алтайского края. 

Заболеваемость туляремией населения курируемой территории 

в последние годы занимает весьма скромное место, последние 

два случая заболевания были зарегистрированы в 2010 г. 

Благополучная эпидемическая ситуация в немалой степени 

определена высоким уровнем иммунизации населения. 

Основной задачей, выполняемой Алтайской противочум-

ной станцией на современном этапе, является мониторинг 

за изменениями эпидемиологической активности природ-

ных очагов и структуры заболеваемости. Важным стратеги-

ческим элементом наблюдения за эпизоотическим состоя-

нием очагов и прогнозирования эпидемиологического про-

явления является внедрение новых технологий в процессе 

многолетних наблюдений и совершенствование диагности-

ческих подходов. Правильно выбранная тактика эпизоотоло-

гического мониторинга и лабораторного анализа позволяет 

получить информацию о состоянии активности природного 

очага и предпринять необходимые меры профилактики. 

Рис. 1. Места выделения культур туляремийного микроба в 2015–2023 гг.

Fig. 1. Places of isolation of tularemia microbe cultures in 2015–2023.
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Таблица 1. Культуры туляремийного микроба, выделенные в 2015–2023 гг. 

Table 1. Cultures of the tularemia microbe isolated in 2015–2023

Адрес /
Address

Вид материала / 
Type of material

Кол-во выделенных 
культур / Number of isolated 

cultures

Подвид штамма /
Strain subspecies

Зараженность, % /
Contamination, % 

2015 г.

Республика Алтай / 
Altai Republic

Майминский район / 
Maiminsky district

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 10,0

Чойский район /
Choysky district

Н. concina 4 F. tularensis mediasiatica 40,0

D. silvarum 1 F. tularensis mediasiatica 14,3

2016 г.

Республика Алтай /  
Altai Republic

Чойский район /
Choysky district

Н. concina 3 F. tularensis mediasiatica 20,0

Вода / Water 1 F. tularensis holarctica 25,0

Майминский район / 
Maiminsky district

D. silvarum 1 F. tularensis mediasiatica 2,4

Алтайский край / 
Altai region

Алтайский район /
Altai region

Вода / Water 2 F. tularensis holarctica 10,5

D. silvarum 2 F. tularensis mediasiatica 22,2

Н. concina 3 F. tularensis mediasiatica 27,3

Красногорский район / 
Krasnogorsk district 

Вода / Water 6 F. tularensis holarctica 24,0

D. reticulatus 1 F. tularensis mediasiatica 4,2

2017 г.

Республика Алтай / 
Altai Republic

Майминский район / 
Maiminsky district

D. silvarum 1 F. tularensis mediasiatica 3,2

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 6,7

Чойский район /
Choysky district

D. silvarum 2 F. tularensis mediasiatica 11,2

2018 г.

Алтайский край / 
Altai region

Красногорский район / 
Krasnogorsk district

D. silvarum 1 F. tularensis mediasiatica 100,0

Алтайский район /
Altai region

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 25,0

Республика Алтай / 
Altai Republic

Чойский район /
Choysky district

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 16,7

2019 год

Республика Алтай / 
Altai Republic

Чойский район /
Choysky district

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 11,2

D. silvarum 4 F. tularensis mediasiatica 14,8

Алтайский край / 
Altai region

Алтайский район /
Altai region

D. silvarum 1 F. tularensis mediasiatica 11,2

2021 г.

Республика Алтай /  
Altai Republic

Чойский район /
Choysky district

Н. concina 2 F. tularensis mediasiatica 28,5

D. silvarum 2 F. tularensis mediasiatica 20,0

Алтайский край / 
Altai region 

Алтайский район /
Altai region

D. reticulatus 1 F. tularensis mediasiatica 25,0

2022 г.

Республика Алтай /  
Altai Republic

Шебалинский район / 
Shebalinsky district

D. silvarum 1 F. tularensis mediasiatica 11,2

Чойский район /
Choysky district

D. silvarum 4 F. tularensis mediasiatica 36,4

Н. concina 2 F. tularensis mediasiatica 33,4

Майминский район / 
Maiminsky district

Ил / Silt 1 F. tularensis holarctica 1,4

2023 г.

Республика Алтай / 
Altai Republic

Чойский район /
Choysky district

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 16,7

D. silvarum 8 F. tularensis mediasiatica 47,0

Шебалинский район / 
Shebalinsky district

Н. concina 1 F. tularensis mediasiatica 50,0

Подвидовая принадлежность определена по биохимическим свойствам. / 
Subspecies have been determined by biochemical properties.
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Материалы и методы

Объектами исследований традиционно являются: зверь-

ки, вода, ил, иксодовые клещи, а также комары, слепни и др. 

Учетом охватывались типичные биотопы предгорной зоны: 

луго-полевые (суходолы), занимающие основное положение 

по площади, влажные и околоводные. Два последних био-

топа наиболее важны для эпизоотологии туляремии в рас-

пространенных здесь очагах предгорно-ручьевого типа.

В основу работы положены изолированные штаммы туля-

ремийного микроба и положительные ПЦР-находки, полу-

ченные в ходе эпизоотологического мониторинга курируе-

мых территорий на базе Алтайской противочумной станции 

(2015–2023 гг.).

Результаты и обсуждение

Предгорно-ручьевые природные очаги туляремии Алтая 

поддерживаются в основном водяной полевкой, но в эпизо-

отию вовлекаются и другие околоводные животные. 

Переносчиками и длительными хранителями инфекции яв-

ляются иксодовые клещи. Природные очаги приурочены к 

ручьям и мелким речкам в предгорьях и низкогорьях Алтая. 

В некоторых горных системах они занимают не только пред-

горья, но и глубоко проникают в горно-таежную зону по до-

линам ручьев и речек [5]. 

Несмотря на благополучную эпидемическую ситуацию на 

Алтае, при изменениях в эпизоотическом процессе эти 

очаги по-прежнему могут служить источниками заражения 

людей туляремией. Трансформация предгорно-ручьевого 

природного очага туляремии обусловливает актуальность 

совершенствования научно-методического обеспечения и 

внедрения информационных технологий, позволяющих по-

высить точность и оперативность прогноза развития эпиде-

миологической ситуации [6, 7].

С 2015 г. отмечается тенденция к расширению ареала 

этой инфекции на территории Алтая (рис. 1).

С 2015 г. в природных очагах туляремии начал циркули-

ровать штамм, характерный для Средней Азии, – Francisella 

tularensis mediasiatica. С 2015–2023 гг. изолирована 61 куль-

тура туляремийного микроба, из них 51 штамм F. tularensis 

mediasiatica и 10 штаммов F. tularensis holarctica (табл. 1).

Для решения проблемы подвидовой принадлежности вы-

деленных штаммов традиционно использовались культу-

ральные и биохимические методы, но они требуют работы с 

живыми культурами, что не позволяет определить подвидо-

вую принадлежность в положительных ПЦР-пробах [8, 9].

Сочетанная циркуляция подвидов туляремийного микро-

ба F. tularensis subsp. holarctica и F. tularensis subsp. 

mediasiatica в природных очагах Алтая представляет научно-

практический интерес для специалистов, занимающихся 

санитарно-эпидемиологическим надзором, так как для оцен-

ки полного объема эпидемиологической ситуации, помимо 

эпизоотологического мониторинга наличия возбудителей 

туляремии на курируемой территории, требуется определе-

ние ареала циркуляции возбудителя и по полученным поло-

жительным ПЦР-результатам [9]. 

Идентификация изолированных культур возбудителей 

туляремии, выделенных на территориях Республики Алтай и 

Алтайского края, проводится (согласно приказу Роспотреб-

надзора от 01.12.2017 №1116 «О совершенствовании систе-

мы мониторинга, лабораторной диагностики инфекционных 

и паразитарных болезней и индикации патогенных биологи-

ческих агентов в Российской Федерации») на базе Референс-

центра ФБУН ГНЦ ПМБ, а полученные результаты методом 

ПЦР без выделения культуры не позволяли определить под-

видовую принадлежность. 

F. tularensis subsp. mediasiatica в лабораторных опытах 

демонстрирует крайне высокую вирулентность и патоген-

ность, а по способности преодолевать поствакцинальный 

иммунитет даже превосходит F. tularensis subsp. holarctica 

[10]. Но в то же время, насколько нам известно, до сих пор в 

регионах не было зафиксировано ни одного случая туляре-

мии у людей, вызванной среднеазиатским подвидом, что 

может быть следствием не только недостаточной диагности-

ки, но и сниженной вирулентности этого подвида для чело-

века.

Современным подходом к изучению природных очагов 

туляремии, где имеет место сочетанная циркуляция 

F. tularensis subsp. mediasiatica и F. tularensis subsp. holarctica, 

в период 2017–2023 гг. является использование разработан-

ной специалистами ФБУН «ГНЦ ПМБ», Оболенск, и широко 

внедренной в исследовательскую практику Алтайской про-

тивочумной станции методика определения подвидовой 

принадлежности туляремийного микроба [9, 10].

Возможность определения подвидовой принадлежности 

штаммов туляремийного микроба позволила с 2017 г. про-

вести анализ пространственной циркуляции и укоренения 

возбудителя F. tularensis mediasiatica (2017–2023 гг. – 

51 культура) на территории Алтая, где длительное время 

циркулировал подвид F. tularensis holarctica (10 культур). При 

проведении эпизоотологического мониторинга методику 

определения подвидовой принадлежности методом ПЦР ис-

пользовали как на этапе индикации при исследовании на-

Таблица 2. Объем проведенных исследований за 2015–2023 гг.

Table 2. Scope of research conducted during 2015–2023

 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023
 (I полугодие) /

(1st half of the year)

Объекты / Objects 11772 7826 8515 4758 11680 10423 8696 4833 7519

Пробы / Samples 552 617 747 952 1408 987 962 805 416

Пробы ПЦР / PCR samples 336 315 602 952 1408 987 962 805 416

«+»-результаты / «+» results 6 19 4 7 22 1 12 25 16

Выделенные культуры / Selected cultures 6 19 4 3 6 0 5 8 10
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тивного материала, так и при идентификации выделенных 

культур возбудителя чумы. Полученные результаты свиде-

тельствовали о высокой информативности при работе с по-

левым материалом и культурами возбудителя для поиска 

эпизоотийных участков. Анализ распределения положитель-

ных ПЦР-проб (2017–2023 гг. – 87 проб) по секторам позво-

лил скорректировать направление поиска активных участ-

ков, повышая вероятность выделения культуры возбудите-

ля. Быстрота получения ответа при использовании ПЦР-

метода дала возможность координировать работу зоологи-

ческих групп, осуществляющих эпизоотологический монито-

ринг, своевременно и оперативно вносить коррективы в ка-

лендарно-территориальные планы (рис. 2). 

За анализируемый период (2017–2023 (I полугодие) гг.) 

протестировано 5716 проб из предгорно-ручьевого природ-

ного очага туляремии Алтая, где при исследовании коммер-

ческой ПЦР-тест-системой производства «ДНК-Технологии» 

было получено 87 положительных результатов. Во всех про-

бах определена подвидовая принадлежность. Из 87 положи-

тельных проб, полученных методом ПЦР, изолировано 37 

(42,5%) штаммов туляремийного микроба (табл. 2). 

Разработанная методика дифференциации подвидов ту-

ляремийного микроба позволила провести быструю диффе-

Таблица 3. Результаты применения апробированной методики определения подвидовой принадлежности в положительных про-

бах ПЦР в 2015–2023 гг.

Table 3. Results of applying the tested method for determining subspecies in positive PCR samples in 2015–2023

Вид материала / Type of material Кол-во ПЦР-результатов «+» / 
Number of PCR results «+»

Определение подвидовой 
принадлежности / Determination 

of subspecies

Кол-во выделенных 
культур / Number of 

isolated cultures

Подвид штамма / 
Strain subspecies

2015 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 6 - 6 F. tularensis mediasiatica

2016 г. 

Эктопаразиты / Ectoparasites 10 - 10 F. tularensis mediasiatica

Вода / Water 9 - 9 F. tularensis holarctica

2017 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 4 F. tularensis mediasiatica 4 F. tularensis mediasiatica

2018 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 3 F. tularensis mediasiatica 3 F. tularensis mediasiatica

2019 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 6 F. tularensis mediasiatica 6 F. tularensis mediasiatica

2020 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 1 F. tularensis mediasiatica 0 -

2021 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 6 F. tularensis mediasiatica 5 F. tularensis mediasiatica

Вода / Water 2 F. tularensis holarctica 0 -

Ил / Silt 2 F. tularensis holarctica 0 -

Грызуны / Rodents 2 F. tularensis holarctica 0 -

2022 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 18 F. tularensis mediasiatica 7 F. tularensis mediasiatica

Ил / Silt 2 F. tularensis holarctica 1 F. tularensis holarctica

Грызуны / Rodents 5 F. tularensis holarctica 0 -

2023 г.

Эктопаразиты / Ectoparasites 14 F. tularensis mediasiatica 10 F. tularensis mediasiatica

Грызуны / Rodents 2 F. tularensis holarctica 0 -

Объекты, исследованные 

бактериологическим 

методом / Objects studied 

by bacteriological method

Отрицательные 

результаты / 

Negative results

Положительные 

результаты / 

Positive results

Выделение чистой 

культуры / Isolation 

of pure culture

Идентификация / 

Identification

Подвидовая 

принадлежность 

методом ПЦР / 

Subspecies 

affiliation by PCR

ПЦР / PCR

Рис. 2. Схема применения методики определения подвидовой 

принадлежности в положительных ПЦР-пробах.

Fig. 2. Scheme of application of the method for determining 
subspecies in positive PCR samples.
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ренциацию F. tularensis subsp. mediasiatica от subsp. holarctica 

на ранних этапах диагностики (табл. 3). 

Несмотря на существенный объем исследований полево-

го материала и положительных находок ДНК туляремийного 

микроба за все периоды наблюдений, в 2020 г. возбудитель 

туляремийного микроба не был обнаружен (табл. 4). 

Учитывая необходимость расширения молекулярно-гене-

тического мониторинга возбудителей особо опасных и при-

родно-очаговых инфекционных болезней в 2022 г. при изу-

чении выделенных штаммов туляремии, на станции появи-

лось новое направление для изучения молекулярно-генети-

ческой характеристики возбудителей туляремии – секвени-

рование (полногеномное). В 2022 г. нами впервые проведено 

молекулярно-генетическое исследование методом полноге-

номного секвенирования 8 штаммов F. tularensis mediasiatica, 

полученные нуклеотидные последовательности сопоставля-

ли с последовательностями ДНК F. tularensis, представлен-

ными в международной базе данных NCBI. Просеквенирован-

ные штаммы показывают, что этот подвид демонстрирует 

низкое генетическое разнообразие, и относятся к одной ге-

нетической группе Средней Азии. 

Полученные результаты при таких расширенных границах 

природного очага туляремии позволят более точно опреде-

лить оседлость mediasiatica в Сибири. 

Выводы

Разработанный и апробированный метод определения 

подвидовой принадлежности туляремийного возбудителя 

при обнаружении фрагмента гена F. tularensis показал высо-

кую чувствительность (1•103 м.к./мл) и специфичность 

(100%) при исследовании выделенных культур туляремийно-

го микроба, а также образцов полевого материала. 

Полагаем, что разработанный ПЦР-тест в режиме реального 

времени может быть эффективно использован для монито-

ринга активности природных очагов туляремии, выявления 

циркуляции возбудителя на новых эпизоотических участках. 

Появление технологии высокопроизводительного секвени-

рования предоставляет возможность для серьезного улуч-

шения инструментов оценки разнообразия возбудителя. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что исполь-

зуемый метод полногеномного секвенирования выделенных 

штаммов возбудителя туляремии в ходе эпизоотологическо-

го мониторинга курируемой территории эффективен для 

изучения генетического разнообразия циркулирующих воз-

будителей туляремии. 
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Влияние низкомолекулярного пептида 

Trichoderma cf. aureoviride Rifai ВКМF-4268D 

на бактерии рода Listeria
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В настоящей работе представлены данные по изучению антимикробного действия низкомолекулярного пептида, 
выделенного из клеток штамма Trichoderma cf. aureoviride Rifai ВКМF-4268D, против бактерий рода Listeria. 
Установлено, что минимальная подавляющая концентрация пептида, определенная методом диффузии в агар, для 
всех штаммов составляла 3–5 мг/л. По сравнительным данным, хлорамфеникол оказывал менее выраженное анти-
микробное воздействие на тест-штаммы бактерий по сравнению с изучаемым пептидом. Данные по исследованию 
механизма антимикробного действия пептида показали его способность стимулировать дыхательную активность, 
снижать мембранный потенциал целых клеток листерий и инициировать выход из них АТФ.
Ключевые слова: антимикробные пептиды, Trichoderma cf. aureoviride, Listeria spp., механизм антимикробного действия

Для цитирования: Аринбасарова А.Ю., Борзенков В.Н., Фурсова Н.К., Меденцев А.Г. Влияние низкомолекулярного пептида Trichoderma cf. 
aureoviride Rifai ВКМF-4268D на бактерии рода Listeria. Бактериология. 2023; 8(4): 58–62. DOI: 10.20953/2500-1027-2023-4-58-62
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This study presents data on the antimicrobial action of a low-molecular-weight peptide isolated from Trichoderma cf. aureoviride 
Rifai strain ВКМF-4268D, against bacteria of Listeria spp. It was found that the minimum inhibitory concentration of the peptide, 
determined by diffusion into agar, for all strains was 3–5 mg/L. According to comparative data, chloramphenicol had a less 
pronounced antimicrobial effect on the tested bacteria, compared with the studied peptide. Mechanism of the peptide 
antimicrobial action was estimated by its ability to stimulate the cell respiratory activity, to reduce the membrane potential of 
whole Listeria cells, and to initiate the release of ATP from the bacterial cells.
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Effect of the low molecular weight peptide isolated from Trichoderma cf. aureoviride Rifai strain ВКМF-4268D on Listeria spp.

А
нтимикробные пептиды (АМП) являются важнейшими 

компонентами антибактериальной защиты организмов 

практически всех таксонов живых организмов – бактерий, 

грибов, растений, амфибий, насекомых, птиц и животных 

[1–6]. Исследуемый в данной работе низкомолекулярный 

АМП был получен ранее при культивировании грибного 

штамма Trichoderma cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D. Пептид 

с молекулярной массой 1147 kD ([M + H], 1147.8011, 

C56H99N12O13) состоит из 11 аминокислотных остатков в 

последовательности: (ацетил-валин)-глицин-лейцин-

аминоизобутират-пролин-глицин-лейцин-аминоизобутират-

лейцин-пролин-лейцин-ОН [7]. Данный пептид проявлял 

антимикробную активность против грамположительных бак-

терий Staphylococcus еpidermidis и Bacillus subtilis, а также 

аскомицетовых дрожжевых грибов Yarrowia lipolytica, относя-

щихся к порядку Saccharomycetales. Было показано, что 

механизм антимикробного действия обусловлен деэнерги-

зацией цитоплазматической мембраны бактерий или вну-

тренней мембраны митохондрий дрожжей [7].

Бактерии рода Listeria широко распространены в природе, 

часто контаминируют пищевые продукты животного и рас-

тительного происхождения, могут быть выделены от живот-

ных и людей. В настоящее время к роду Listeria отнесены 

21 видов и 6 подвидов бактерий [8–10]. Листерии – палочки 

правильной формы, не образующие споры и капсулы. По 

Граму они окрашиваются в синий цвет. Живут листерии как 

в присутствии кислорода, так и без него, поэтому их относят 

к факультативным анаэробам. В состав клеток бактерий 

входят соматические и жгутиковые антигены, которые по-

могают им противостоять иммунитету организма-хозяина. 

Листерии способны ферментировать глюкозу и образовы-

вать цитохромы, что помогает им получать необходимую для 

жизни энергию. При неблагоприятных условиях они приоб-

ретают L-форму, т.е. частично или полностью лишаются 

клеточной стенки, но продолжают развиваться. Это обеспе-

чивает бактериям возможность долго находиться в клетках 

макроорганизма, а также уклоняться от воздействия анти-

биотиков [11].

Два вида листерий, L. monocytogenes и L. ivanovii, явля-

ются патогенными, представляющими высокий риск раз-

вития опасной инфекции у человека и животных при попа-

дании в макроорганизм с пищей. Определены факторы, 

позволяющие L. monocytogenes вызывать инфекционный 

процесс. К основным из них относятся эндотоксины, листе-

риолизин и фосфатидилинозитол, которые растворяют 

мембрану эукариотической клетки, обеспечивая проникно-

вение листерий внутрь нее, повреждают мембраны фаголи-

зосом, защищающих эукариотическую клетку от чужерод-

ных веществ, а также обеспечивают защиту бактерий от 

действия иммунитета организма-хозяина [10]. У непатоген-

ных видов листерий факторы патогенности не выявлены. 

Такие бактерии могут быть использованы в качестве мо-

дельных микроорганизмов для оценки эффективности ан-

тимикробных соединений.

Данная работа посвящена исследованию механизма ан-

тимикробного действия низкомолекулярного пептида, вы-

деленного из штамма T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D, на 

клетки бактерий рода Listeria: определению минимальной 

подавляющей концентрации (МПК) пептида для штаммов 

четырех видов непатогенных листерий методом диффузии в 

агар; изучению влияния данного антимикробного вещества 

на дыхательную активность и мембранный потенциал натив-

ных, целых клеток Listeria spp.; оценке способности пептида 

инициировать выход АТФ из клеток листерий.

Материалы и методы

Штаммы

В работе использованы штаммы L. grayi MKM-1 (выделен 

из мясокостной муки в 2010 г.), L. innocua M-4 (выделен от 

мыши в 2010 г.), L. seeligeri ATCC 35967 (выделен из почвы 

в 2001 г.) и L. welshimeri Bel-19 (выделен из мясных полуфа-

брикатов в 2020 г.), полученные из Государственной коллек-

ции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск» (номе-

ра доступа соответственно B-7384, B-6643, B-7767 и B-4799). 

Антимикробный пептид

Пептид C56H99N12O13 выделен из грибного штамма 

T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D и охарактеризован ранее 

как низкомолекулярный пептид с молекулярной массой 

1147 kD [7].

Определение антимикробной активности пептида

Чувствительность бактерий к изучаемому пептиду опре-

деляли диско-диффузионным методом с использованием 

питательного агара Muller Hinton (МН, HiMedia, Индия) и 

стандартных бумажных дисков (НИЦФ, Россия).

Изучение механизма антимикробного действия пеп-

тида осуществляли по влиянию пептида на мембранный 

потенциал целых клеток Listeria spp. и по его способности 

инициировать выход АТФ из нативных клеток листерий. 

Трансмембранный потенциал измеряли на двухлучевом 

флуоресцентном спектрофотометре Hitachi 850 (Hitachi, 

Япония) с помощью потенциал-зависимого флуоресцентно-

го красителя [DiSC3(5)], 3,3`-дипропилтиодикарбонил-циа-

ниндиодида (3,3′-Dipropylthiadicarbocyanineiodide), регистри-

руя его энергозависимый транспорт [12]. Для определения 

количества внеклеточного АТФ, выходящего из клеток ли-

стерий, бактерии инкубировали с препаратом пептида в 

концентрации 5, 10 и 15 мг/л, промывали при 5000 g в тече-

ние 10 мин и ресуспендировали в дистиллированной воде. 

Инкубационная смесь содержала 1,4 мл 50 мМ цитрат-фос-

фатного буфера (рН 6,5) и 0,05–0,1 мл клеточной суспензии. 

Реакцию начинали добавлением раствора пептида. Через 

10-минутные промежутки времени отбирали образцы объе-

мом 0,05 мл, разводили до 2,5 мл в 50 мм Трис-HCl буфере 

(рН 7,8, 5 мМ MgSO4, 0,5 мМ ЭДТА и 0,5 мМ дитиотрейэто-

ла). Люминесценцию измеряли на люминометре 1250 (LKB, 

Швеция) в присутствии люциферина-люциферазы (Serva, 

Германия) [13]. Для калибровки прибора использовали стан-

дартные растворы АТФ. Все измерения повторяли трижды.

Результаты исследования и их обсуждение

Антимикробная активность пептида

Методом диффузии в агар определена МПК пептида, вы-

деленного из штамма T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D, 

против тест-штаммов грамположительных бактерий рода 

Listeria, которая составила для всех штаммов 3 мг/л. 

Ширина зоны задержки роста газона бактериальных куль-
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тур составила при этом 4–6 мм. Повышение концентрации 

пептида в лунке до 20 и 30 мг/л приводило к увеличению 

ширины зоны задержки роста до 20–23 мм (таблица). 

Препарат сравнения – антибиотик хлорамфеникол – в этих 

же условиях оказывал менее выраженное воздействие на 

тестируемые бактерии по сравнению с пептидом (данные 

не приводятся).

Изменения мембранного потенциала клеток листерий 

под воздействием изучаемого пептида

На основании того, что механизм антимикробного дей-

ствия пептидов может быть связан как с инактивацией бак-

терий без существенного повреждения их мембран (напри-

мер, бактенецинов и аципенсинов) [14, 15], так и с быстрым 

нарушением структурной целостности бактериальных мем-

бран (например, протегринов) [16], в данной работе исполь-

зован метод измерения мембранного потенциала клеток 

листерий под воздействием изучаемого пептида. Показано, 

что добавление в среду измерения, содержащую флуо-

рофор DiSC3, клеток листерий приводило к уменьшению 

флуоресценции, что обусловлено энергозависимым транс-

портом красителя в клетки. Последующее добавление к су-

спензии клеток пептида приводило к восстановлению флуо-

ресценции до первоначального уровня из-за выхода DiSC3(5) 

из клеток по причине падения мембранного потенциала. 

Аналогичное, но более эффективное действие на мембран-

ный потенциал оказывал препарат FCCP (Carbonyl cyanide-

p-trifluoromethoxyphenylhydrazone, трифторметоксифенилги-

дразон), классический разобщитель окислительного фосфо-

рилирования (рис. 1).

Индукция пептидом выхода АТФ из клеток листерий

Оценка уровня выхода АТФ из клеток листерий в присут-

ствии изучаемого АМП показала, что пептид активно инду-

цирует этот процесс. Скорость утечки АТФ зависела от кон-

центрации пептида. В присутствии пептида в концентрации 

15 мг/л максимум выхода АТФ наблюдался после 30 мин 

инкубации; при снижении концентрации пептида до 10 или 

5 мг/л процесс выхода АТФ тормозился, а время максималь-

ного выхода АТФ увеличивалось до 60 мин и более.

Полученные данные позволяют сделать вывод о том, что 

пептид, выделенный из клеток грибного штамма T. cf. аureoviride 

Rifai ВКМF-4268D, способен образовывать поры в цитоплазма-

тической мембране листерий, через которые происходит выход 

различных метаболитов, в том числе АТФ (рис. 2).

Изменение скорости потребления кислорода клетка-

ми листерий

Экспериментально показано, что внесение в среду инку-

бирования изучаемого АМП увеличивало скорость потре-

бления кислорода интактными клетками листерий (рис. 3).

На рис. 3 показано, что внесение в среду инкубирования 

изучаемого АМП (кривая 1) увеличивает скорость потребле-

ния кислорода интактными клетками листерий. Аналогичный 

эффект проявляет FССР – классический разобщитель окис-

Таблица. Антимикробная активность пептида против штаммов 

Listeria spp.

Table. Antimicrobial activity of the peptide against Listeria spp.

Штамм / Strain Концентрация пептида, мг/л / 
Peptide concentration, mg/l

Ширина зоны задержки роста культуры, мм / 
Width of crop growth inhibition zone, mm

30 20 10 5 3 0

L. grayi MKM-1 21 ± 1 20 ± 1 15 ± 0,5 8 ± 0,3 4 ± 0,1 0

L. innocua M-2 22 ± 1 20 ± 1 18 ± 1 7 ± 0,3 4 ± 0,1 0

L. seeligeri ATCC 35967 23 ± 2 22 ± 1 19 ± 1 17 ± 0,7 6 ±0,2 0

L. welshimeri Bel-19 23 ± 2 23 ± 2 20 ± 1 12 ± 0,4 6 ± 0,2 0

Рис. 1. Влияние изучаемого пептида и разобщителя FCCP на 

мембранный потенциал клеток L. grayi MKM-1 (концентрация 

1,2 мг/мл): 1 – пептид, 10 мкг; 2 – FССР, 5 мкМ; 5 DiSC3.

Fig. 1. Effect of the studied peptide and FCCP uncoupler on 
the membrane potential of L. grayi MKM-1 cells (concentration 
1.2 mg/ml): 1 – peptide, 10 μg; 2 – FCCP, 5 μM; 5 DiSC3.

Рис. 2. Изменение внеклеточного уровня АТФ при инкубации 

клеток штамма L. grayi MKM-1 (1,2 мг/мл) в присутствии пепти-

да: 1 – без пептида; 2 – пептид 5 мг/л; 3 – пептид 10 мг/л); 4 – 

пептид 15 мг/л.

Fig. 2. Changes in the extracellular level of ATP during incubation of 
cells of the L. grayi strain MKM-1 (1.2 mg/ml) in the presence of a 
peptide: 1 – without peptide; 2 – peptide 5 mg/l; 3 – peptide 10 mg/l); 
4 – peptide 15 mg/l.
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Рис. 3. Влияние изучаемого антимикробного пептида и разоб-

щителя FССР на потребление кислорода клетками штамма 

L. grayi MKM-1 (1,2 мг/мл). Цифрами на кривых указана актив-

ность потребления кислорода (нмоль О2/мин/мг сухих клеток): 

1 – пептид 10 мкг; 2 – FССР 5 мкМ.

Fig. 3. Effect of the studied antimicrobial peptide and FCCP 
uncoupler on oxygen consumption by cells of the L. grayi strain 
MKM-1 (1.2 mg/ml). The numbers on the curves indicate the activity 
of oxygen consumption (nmol O2/min/mg dry cells): 1 – peptide 
10 μg; 2 FCCP 5 μM.
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лительного фосфорилирования (кривая 2). Эти данные ак-

тивно согласуются с описанными выше результатами по 

снижению мембранного потенциала нативных клеток листе-

рий (рис. 1), что объясняется разобщающим действием мо-

лекул изучаемого АМП на окислительное фосфорилирова-

ние бактериальной клетки.

Классические механизмы действия АМП рассматриваются 

как результат их взаимодействия с мембраной бактериаль-

ной клетки. К настоящему времени механизм действия мно-

гих АМП в значительной степени остается неизученным, хотя 

предложено несколько моделей, основанных на предположе-

нии о решающей роли анионных фосфолипидов и фосфат-

ных групп липополисахаридов в качестве первичной мишени, 

опознаваемой и акцептирующей АМП у грамотрицательных 

бактерий и кислых полисахаридов, тейхоевых кислот и липо-

тейхоевых кислот у грамположительных бактерий [17]. 

Показано, что АМП, взаимодействующие с клеточными мем-

бранами, могут проявлять антимикробную активность на 

мембранном уровне или внутриклеточно, благодаря проник-

новению внутрь бактериальных клеток. Взаимодействие АМП 

с мембраной бактериальной клетки чаще всего приводит к 

дестабилизации мембраны путем образования переходных 

нерегулируемых ионных каналов, повышению ее проницае-

мости и «растворению». В результате повышенной проница-

емости питательные вещества и электролиты вытекают из 

клетки наружу, что приводит к ее гибели.

Представленные в данной работе результаты указывают 

на то, что механизм антимикробного действия низкомолеку-

лярного пептида, выделенного нами ранее из грибного штам-

ма T. cf. аureoviride Rifai ВКМF-4268D, обусловлен нарушени-

ем проницаемости мембраны бактерий и снижением мем-

бранного потенциал клеток. Необходимо отметить, что меха-

низмы антимикробного действия пептидов могут заметно 

различаться – одни пептиды инактивируют бактерии без су-

щественного повреждения их мембран, а другие, как показа-

но в данной работе, напротив, вызывают быстрое нарушение 

структурной целостности бактериальных мембран. 

Представленные данные показывают, что антимикробная 

активность изучаемого пептида проявляется несколькими 

способами, включая способность активировать дыхание, сни-

жать мембранный потенциал целых клеток бактерий и иници-

ировать выход АТФ из нативных клеток листерий.

Таким образом, многофункциональные свойства пептида 

позволяют предположить невозможность или трудность раз-

вития резистентности микроорганизмов к данному препарату 

при его использовании. Дальнейшие наши исследования будут 

направлены на характеристику представленного АМП в каче-

стве терапевтического средства для лечения инфекций, вы-

званных мультирезистентными бактериальными патогенами.
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Н о в о с т и  н а у к и

Половые различия в симптомах и исходах болезни Лайма

Биологический пол следует включать в качестве важной перемен-

ной в клинические исследования для выявления различий в резуль-

татах между мужчинами и женщинами. 

Чтобы оценить различия по признаку пола у пациентов с болезнью 

Лайма, у которых был клинически диагностирован диагноз и которые 

оставались больными в течение шести или более месяцев после 

лечения антибиотиками, были проанализированы клинические дан-

ные от 2170 пациентов из реестра пациентов MyLymeData. Также 

рассмотрены предыдущие исследования болезни Лайма для распре-

деления пациентов по биологическому полу в зависимости от стадии 

заболевания, источника данных и определения заболевания, исполь-

зуемого в качестве критериев включения.

Установлено, что женщины сообщили о большем количестве коинфекций, передаваемых клещами, о худших симптомах, 

более длительных задержках в диагностике, большем количестве ошибочных диагнозов и более серьезных функциональ-

ных нарушениях, чем мужчины. Никаких различий в ответе на лечение антибиотиками или побочных эффектах не наблю-

далось. Выявлен меньший процент женщин в исследованиях острой болезни Лайма и больший процент женщин в исследо-

ваниях хронических заболеваний. В выборках из клинической практики был более высокий процент женщин, чем в рандо-

мизированных контролируемых исследованиях и исследованиях болезни Лайма после лечения.

Вывод: Биологический пол должен быть интегрирован в исследования болезни Лайма как отдельная переменная. 

Будущие исследования болезни Лайма должны включать данные с разбивкой по полу, чтобы пролить свет на различия, 

которые могут существовать между мужчинами и женщинами с персистирующим заболеванием. 

Johnson L, Shapiro M, Janicki S, Mankoff J, Stricker RB.

Does Biological Sex Matter in Lyme Disease? The Need for Sex-Disaggregated Data in Persistent Illness.

Int J Gen Med. 2023 Jun 17;16:2557-2571. DOI: 10.2147/IJGM.S406466
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В статье рассматриваются проблемы диагностики низкоуровневой малярийной инфекции (субмикроскопической 
паразитемии) и устойчивости малярийного плазмодия к основному терапевтическому препарату артемизинину. 
Обсуждаются будущие направления исследований. Понимание молекулярных механизмов, лежащих в основе устой-
чивости к артемизинину, ускорит внедрение научных результатов для решения проблем, связанных с малярийной 
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М
алярия по-прежнему представляет собой серьезную 

угрозу здоровью людей во всем мире, особенно в 

эндемичных регионах. Несмотря на появление новых средств 

химиотерапии и мер борьбы с переносчиками малярии 

(комарами рода Anopheles), уровень заболеваемости и 

смертности среди людей во всем мире очень высок [1]. В 

странах, эндемичных по малярии, попытки ликвидировать 

заболевание столкнулись с рядом трудностей, таких как 

устойчивость паразитов к лекарственным препаратам, зоо-

нозы и пандемия COVID-19. Согласно отчету Всемирной 

организации здравоохранения за 2021 г., заболеваемость 

малярией выросла с 221 млн случаев в 2019 г. до 247 млн 

случаев в 2020 г., что значительно выше, чем в 2015 г., когда 

заболеваемость существенно снизилась по сравнению с 

2000 г. Более 100 стран, половина из которых находится в 

Африке, являются неблагополучными по малярии. Очаги 

массового заболевания распространены в Юго-Восточной 

Азии, Восточном Средиземноморье, Западной части Тихого 

океана и Америке. Ежегодно на территории России реги-

стрируются завозные случаи малярии из стран ближнего и 

дальнего зарубежья, где активно действуют очаги малярии. 

Местные завозные случаи заболевания регистрировались 

на территориях Москвы, Московской, Ростовской, 

Самарской, Оренбургской, Нижегородской и Рязанской 

областей, в Республике Татарстан и Красноярском крае. 

Условия для формирования местного малярийного очага 

имеются на территории Пермского края.

Малярия – инфекционное заболевание, вызываемое про-

стейшим паразитом Plasmodium spp., которое передается 

человеку при укусе самки комара Anopheles, инфицирован-

ной плазмодием. Малярийные комары распространены 

почти повсеместно, но больше всего в странах с тропиче-

ским климатом. Они размножаются в стоячих, хорошо про-

греваемых водоемах, где сохраняются благоприятные усло-
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вия – повышенная влажность и высокая температура воз-

духа. В России малярийные комары обитают на всей евро-

пейской территории страны и в Западной Сибири, кроме 

полярных и приполярных широт.

Типичными симптомами малярии являются повторяющие-

ся приступы лихорадки (температура поднимается внезапно 

с чередованием падений и подъемов), озноб, недомогание, 

слабость, головная боль и другие гриппоподобные симпто-

мы, боли во всем теле (мышечные, суставные, поясничные), 

боли в животе, нарушения со стороны нервной и других си-

стем организма [2]. У больного отмечаются сухость во рту, 

тошнота, рвота, диарея, судороги, анемия. К тяжелым ос-

ложнениям заболевания относятся церебральная форма 

(малярийная кома), инфекционно-токсический шок (маля-

рийный алгид), гемоглобинурийная лихорадка, острый ре-

спираторный дистресс-синдром, острый отек легких, нефро-

тический синдром, острая почечная недостаточность, острая 

печеночная недостаточность, разрыв селезенки. Инфици-

рование плазмодием может привести к смерти, если не диа-

гностировать возбудитель вовремя и не начать незамедли-

тельное лечение. Особенно подвержены риску младенцы, 

маленькие дети, беременные женщины и их нерожденные 

дети, пожилые люди и путешественники из неэндемичных 

по малярии стран [3–5].

Малярию у человека вызывают пять видов Plasmodium: 

P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale и P. knowlesi. 

P. falciparum вызывает наиболее опасную форму заболева-

ния, часто протекающую с осложнениями и имеющую высо-

кую смертность. P. vivax, P. ovale, и P. malariae обычно не 

нарушают функции жизненно важных органов; смертельные 

случаи редки. Полный спектр клинических проявлений маля-

рии встречается при инфицировании P. knowlesi. Его корот-

кий вегетативный цикл репликации может привести к высо-

кой паразитемии и при отсутствии лечения – к тяжелому, 

потенциально смертельному заболеванию.

Диагностика заболевания проводится с помощью свето-

вой микроскопии (толстой капли и тонкого мазка крови, 

окрашенных по Романовскому–Гимзе), экспресс-диагности-

ки крови, полимеразной цепной реакции (ПЦР) и видоспеци-

фических исследований ДНК. В настоящее время золотым 

стандартом диагностики малярии по-прежнему остается 

микроскопическое исследование мазков крови для обнару-

жения эритроцитарных форм паразитов. Однако микроско-

пия – сравнительно трудоемкий метод, который требует 

квалифицированного персонала, специального оборудова-

ния и реактивов. Диагностику также осуществляют с помо-

щью экспресс-диагностических тестов (БДТ), выявляющих 

специфические антигены (чаще всего богатый гистидином 

белок 2 (pHRP-2)). Чувствительность БДТ сравнима с микро-

скопией, эти тесты более дорогие, но не требуют использо-

вания микроскопа и дают результат через 5–15 мин. К недо-

статкам экспресс-тестов можно отнести растущее число 

ложноотрицательных результатов, которые возникают из-за 

делеции в гене pHRP-2 малярийного плазмодия [6]. Кроме 

того, вполне надежны эти тесты бывают лишь при паразите-

мии примерно от 2000 паразитов/мкл, быстро теряют свой-

ства во время хранении при температуре >30°С.

В сельской местности и районах, далеких от медицинских 

учреждений, основными проблемами, которые могут приве-

сти к ошибочному диагнозу, являются отсутствие хороших 

диагностических средств, неподготовленность микроскопи-

стов и большая доля низкоуровневых инфекций (<100 пара-

зитов/мкл крови).

ПЦР способна идентифицировать минимальных количе-

ство плазмодиев в крови, ее чувствительность значительно 

выше, чем у микроскопии, реакция способна выявить суб-

клиническую паразитемию и смешанную инфекцию [7]. 

Однако стоимость ПЦР-исследования в примерно 10 раз 

превышает стоимость анализа с помощью экспресс-теста 

[8]. Дорогостоящее оборудование, необходимость квалифи-

цированного персонала делают метод ПЦР труднодоступ-

ным для небольших больниц и медпунктов, а также практи-

чески неосуществимым в полевых условиях.

Альтернативой ПЦР служат новые инструменты молеку-

лярной диагностики, включающие методы изотермической 

амплификации, среди которых наиболее перспективными 

выглядят рекомбиназная полимеразная амплификация 

(RPA) и петлевая изотермическая амплификация (LAMP). 

LAMP представляет собой самоповторяющийся в изотерми-

ческих условиях синтез ДНК, осуществляемый с помощью 

фермента ДНК-полимеразы со смещением цепи. С появле-

нием этого метода в диагностике малярии появились новые 

перспективы: достаточная чувствительность для выявления 

низкоуровневой инфекции, применимость в полевых усло-

виях и в странах с ограниченными ресурсами [9–11].

LAMP-анализ был использован для обнаружения 

Plasmodium spp. в крови с высокой чувствительностью и 

специфичностью [12–17]. В настоящее время на рынке до-

ступны 2 коммерческих набора для детекции малярии: 

«LoopAmp malaria (Pan/Pf) detection kit» (Eiken Chemical 

Company, Япония) и «Illumigene malaria LAMP assay» (Meridian 

Biosciences, США). Результаты испытаний обоих наборов 

оказались не столь однозначны. Оба теста показали пере-

крестные реакции при видоспецифичной идентификации. 

Так набор «LoopAmp malaria Pf detection kit» в 3,9% (8/205) 

случаев показал положительную реакцию с образцами P. 

vivax, выявленными с помощью ПЦР, а набор «LoopAmp 

malaria Pv detection kit» в 7,22% (13/180) случаев показал по-

ложительную реакцию c образцами P. falciparum, обнару-

женными с помощью ПЦР [18]. Поиск альтернативных мише-

ней для LAMP-анализа остается насущной проблемой.

Существенным препятствием в борьбе с малярией стало 

появление устойчивых к противомалярийным препаратам 

плазмодиев. Класс препаратов артемизинина (артесунат, 

артеметер и дигидроартемизинин) остается наиболее мощ-

ным и быстродействующим противомалярийным средством. 

Артемизинин обычно приводит к снижению паразитемии при-

мерно в 103–104 раза за жизненный цикл плазмодия, состав-

ляющий 48 ч. Появление паразитов, резистентных к артеми-

зинину и его производным, привело к неэффективности ле-

чения с помощью этих препаратов. Устойчивость паразитов 

является результатом генетических изменений, которые при-

водят к снижению восприимчивости к лекарствам. Чаще 

всего мутации происходят в гене kelch13, который кодирует 

белок Kelch13, играющий важную роль в реакции паразита на 

окислительный стресс [19]. Это позволяет мутировавшему 

паразиту размножаться при воздействии терапевтических 

доз лекарственного препарата и оставаться в организме хо-
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зяина на субмикроскопическом уровне, затрудняя диагности-

ку. Десятилетия предшествующей монотерапии на основе 

артемизинина привели к появлению устойчивых к этим пре-

паратам паразитов, которые в настоящее время широко рас-

пространены по всей материковой части Юго-Восточной 

Азии, что привело к замедленному уничтожению P. falciparum 

с мутацией Kelch13 по сравнению с плазмодием дикого типа 

[20–23]. На текущий момент устойчивость к артемизинину 

наблюдается в Индии [24–25], Южной Америке [26] и на 

Африканском континенте в Уганде и Руанде [27–29].

Всемирной организацией здравоохранения рекомендова-

на комбинированная терапия на основе артемизинина (АКТ) 

в качестве средства терапии первой линии. При инфициро-

вании P. falciparum малярию лечат артемизинином с мефло-

хином и примахином в качестве сопутствующего препарата, 

а в случае P. vivax – хлорохином и примахином для уничто-

жения эритроцитарных форм возбудителей и устранения 

тканевых форм плазмодия (гипнозоитов), соответственно 

[30]. Поэтому видоспецифическое определение Plasmodium 

во время диагностики имеет решающее значение для адек-

ватного лечения в районах, где сосуществуют P. vivax и 

P. falciparum.

Ситуация осложняется появлением паразитов с множе-

ственной лекарственной устойчивостью, что привело к вы-

сокой частоте неудач при применении АКТ в западной 

Камбодже и близлежащих регионах, таких как северо-вос-

точный Таиланд и южный Вьетнам [31–33]. В Индии много-

летние исследования изолятов P. falciparum со всей страны 

показали снижение in vitro чувствительности к артемизинину 

уже в 2012 г. [24] и сообщалось о снижении клинической 

эффективности терапии артесунат-сульфадоксин-пиримета-

мин [34–35]. Артемизинин является наиболее важным проти-

вомалярийным препаратом и остается важнейшим инстру-

ментом для программ элиминации возбудителя и ликвида-

ции малярии во всем мире. Следует отметить, что помимо 

чувствительности паразитов к лекарственным препаратам 

на результаты лечения влияют и другие факторы, такие как 

приобретенный пациентом иммунитет (особенно у взрослых 

больных в эндемичных регионах), инфицирующая доза па-

разита, восприимчивость к лечению, дозировка лекарства, 

качество препарата и фармакокинетика [36]. Поэтому край-

не важно понять, где географически возникает устойчи-

вость, а также различные механизмы устойчивости и взаи-

модействия паразит–хозяин, связанные со снижением чув-

ствительности к лекарственным средствам. Для снижения 

устойчивости к артемизинину необходимы клинические ис-

следования и эпидемиологический надзор. Чтобы лучше 

контролировать малярию в различных регионах, необходи-

мы новые высокочувствительные инструменты для обнару-

жения низкого уровня плазмодия в крови. В частности, 

метод LAMP показал лучшую эффективность при выявле-

нии так называемых субмикроскопических и бессимптомных 

инфекций по сравнению с микроскопической оценкой и те-

стами экспресс-диагностики. Кроме того, молекулярные 

методы, основанные на изотермической амплификации, 

такие как LAMP и RPA, имеют потенциал для диагностики 

малярии в полевых условиях, поскольку не требуют лабора-

торного оборудования, а результаты можно обнаружить ви-

зуально с помощью различных методов.
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К началу 1990-х гг. было признано выделение некоторых спорообразующих микроорганизмов в отдельную группу 
Bacillus cereus complex, или Bacillus cereus sensu lato (в широком смысле). В группу включили три основных вида: 
B. сereus (B. сereus sensu stricto – B. cereus в узком смысле), B. thuringiensis и B. anthracis. Наиболее опасными пато-
генами из группы B. cereus complex являются B. anthracis и B. сereus sensu strictо. При попадании в организм с инфи-
цированными продуктами B. anthracis и B. сereus s.s. вызывают у человека и животных кишечную форму сибирской 
язвы и пищевую токсикоинфекцию. По клиническим проявлениям заболевания дифференцируются с трудом. 
Сибирская язва быстро завершается смертельным исходом (летальность 50–100%), а токсикоинфекция заканчивает-
ся в течение 3–5 суток выздоровлением (летальность ~1%). В дополнение проводят лабораторные исследования. Для 
лабораторной диагностики используют морфологические, биохимические, серологические и молекулярно-генетиче-
ские (полимеразная цепная реакция) методы. Однако из-за стремительного развития кишечной формы сибирской 
язвы получение результатов лабораторных исследований запаздывало и использовалось в основном для постмор-
тального диагноза.
Ключевые слова: Bacillus аnthracis, сибирская язва, возбудитель, Bacillus cereus, инфекция, комплекс, диагностика

Для цитирования: Маринин Л.И., Шишкова Н.А., Хлопова К.В., Титарева Г.М., Мокриевич А.Н., Тюрин Е.А., Дятлов И.А. Опасные патогены из 
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Dangerous pathogens from the Bacillus cereus complex 
group
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Russian Federation

By the early 1990-s, it was recognized that some spore-forming microorganisms, were separated into a separate group of 
Bacillus cereus complex or Bacillus cereus sensu lato (in the broad sense). The group included three main species – B. cereus 
(B. cereus sensu stricto – B. cereus in the narrow sense), B. thuringiensis and B. anthracis. The most dangerous pathogens 
from the B. cereus complex group are B. anthracis and B. cereus sensu stricto. When ingested with infected products, 
B. anthracis and B. cereus s.s. cause intestinal anthrax and food poisoning in humans and animals. According to the clinical 
manifestations of the disease, it is difficult to differentiate. Anthrax is quickly fatal (mortality rate 50–100%), and toxicoinfection 
ends within 3–5 days with recovery (mortality rate about 1%). In addition, laboratory tests are carried out. Morphological, 
biochemical, serological and molecular genetic (PCR) methods are used for laboratory diagnostics. However, due to the rapid 
development of the intestinal form of anthrax, obtaining the results of laboratory tests was delayed and was used mainly for 
postmortem diagnosis.
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В
озбудителями инфекционных заболеваний могут быть 

микроорганизмы из рода Bacillus. В роду Bacillus, 

насчитывающем 263 вида, выделяют группу Bacillus cereus 

complex, или Bacillus cereus sensu lato (в широком смысле). 

Эта группа бацилл представлена тремя основными видами: 

B. сereus (B. сereus sensu stricto – B. cereus в узком смысле), 

B. thuringiensis и B. anthracis. Это деление было признано к 

началу 1990-х гг., потому что каждый из видов проявлял раз-

личные фенотипические черты. В дополнение к этим трем 

историческим обозначениям видов включены три менее 

признанных и исследованных вида: B. mycoides, B. weichen-

stephanensis и B. pseudomycoides [1].

Наиболее опасным патогеном из группы B. cereus complex 

является B. anthracis, вызывающий у человека и парноко-

пытных животных сибирскую язву (Anthrax, Milzbrand, 

Charbon, Pustula maligna, Milignant edema). Биологические и 

молекулярно-генетические свойства возбудителя сибирской 

язвы изложены в обширной литературе, в т.ч. в наших рабо-

тах [2, 3]. Основными факторами патогенности являются 

образование капсулы и синтез токсина. Отличительным при-

знаком, присущим только лишь возбудителю сибирской 

язвы, является его способность образовывать капсулу в 

живом макроорганизме и на специальных питательных сре-

дах.

Ведущая роль в развитии сибиреязвенной инфекции и ее 

исходе принадлежит токсину, специфика действия которого 

проявляется на ранних этапах патологического процесса и 

который определяет клиническое течение болезни.

Сибиреязвенный экзотоксин относится к бинарным двух-

компонентным токсинам АВ-типа и обладает двумя разными 

видами биологической активности. В настоящее время вы-

явлено три белковых компонента (фактора) токсина 

B. anthracis, различающихся серологически [3]. Английские 

исследователи условно назвали их факторами I, II, III, а аме-

риканские – соответственно факторами отека (EF), защит-

ным или протективным антигеном (PA) и фактором леталь-

ности (LF). Каждый из компонентов в отдельности не обла-

дает патогенными свойствами. Для полного проявления 

биологической активности токсина необходимы все три 

компонента. Синтез сложного токсина контролируется плаз-

мидой рХ01 с молекулярной массой 110–114 МД. 

Протективному антигену, являющемуся белком с молеку-

лярной массой 83 кДА (РА83) и не токсичному для лабора-

торных животных, принадлежит центральная ассоциативно-

рецепторная роль в структуре сибиреязвенного экзотоксина. 

Под воздействием тканевых протеаз от молекулы PA отще-

пляется фрагмент РА-20, экранирующий сайт ассоциации с 

LF или EF, и происходит самосборка компонентов в токсиче-

ские комплексы. Сочетание факторов EF и РА вызывает 

отек кожи («отечный токсин»), а LF и РА – гибель лаборатор-

ных животных («летальный токсин»). Установлено, что LF и 

EF в сочетании с РА потенцируют сибиреязвенную инфек-

цию, избирательно угнетая функцию макрофагов. При этом 

токсин действует на моноциты человека при слабом влия-

нии на функциональное состояние лимфоцитов. Летальный 

фактор имеет сложную химическую структуру, является 

цинк-зависимой металлопротеазой, которая расщепляет 

МАРК-киназы различных типов клеток, однако только ма-

крофаги погибают под действием этого токсина. Причина 

такой избирательности не ясна, но очевидно, что в процесс 

интоксикации могут быть вовлечены и другие факторы. 

Были отмечены выраженные изменения физиологических 

параметров макрофагов после обработки летальным токси-

ном.

Штаммы B. аnthracis, обладающие факторами патоген-

ности, при попадании в макроорганизм вызывают сибир-

скую язву. В организм животного и человека возбудитель 

может попадать различными путями. Человек может зара-

зиться через поврежденную кожу (ссадины, царапины, 

ранки, расчесы и др.), что бывает наиболее часто. Может 

произойти заражение через желудочно-кишечный тракт с 

пищей или водой при наличии повреждения слизистой ки-

шечника. Возбудитель может проникать через дыхательный 

тракт при вдыхании инфицированной пыли.

В зависимости от способа заражения и путей внедрения 

возбудителя, патогенности штамма, дозы, иммунного состо-

яния макроорганизма развивается клиническая форма си-

биреязвенной инфекции у человека.

И.В.Шестакова [4] на основании анализа публикаций по 

сибирской язве и вспышки заболевания в 2016 г. на Ямале 

рекомендует использовать в практическом здравоохране-

нии обновленную классификацию форм сибирской язвы. В 

зависимости от пути заражения выделены кожная, ингаля-

ционная, желудочно-кишечная и инъекционная формы си-

бирской язвы. Клиническая классификация сибирской язвы 

включает внутреннюю (генерализованную) форму сибир-

ской язвы с разновидностями: легочная, желудочно-кишеч-

ная (с разновидностями: интестинальная (кишечная) и оро-

фарингеальная).

В данном изложении нас интересует желудочно-кишеч-

ная форма сибирской язвы. Во-первых, это связано с воз-

можностью заражения при употреблении в пищу инфициро-

ванного мяса, как это произошло в 2016 г. в Ямало-Ненец-

ком автономном округе [5]; во-вторых, необходимо для 

дифференциации от пищевых токсикоинфекций при инфи-

цировании B. cereus.

Описаны многочисленны случаи энтерального заражения 

людей сибирской язвой [3]. Так, после употребления в пищу 

вареной колбасы заболели и умерли 27 человек [6]. У всех 

заболевших наблюдались понос с кровью, боли в животе, 

тяжелое общее состояние, высокая температура тела.

Весьма характерный случай заболевания приводит 

Л.А.Розеньер [7]: «Домашняя хозяйка, 38 лет, приготовляя 

пельмени для гостей, несколько раз пробовала сырой мяс-

ной фарш и на другой день заболела. Началось с болей в 

животе и общей слабости, невысокой температуры. 

Участковый врач поставил диагноз острого гастроэнтерита, 

но общее состояние ухудшилось, усилились боли в кишечни-

ке, стали нарастать явления общей интоксикации и сердеч-

ной слабости с потерей сознания; врач дал направление в 

больницу, но больная скончалась и была доставлена в про-

зектуру без диагноза».

В июле 1998 г. в Краснодарском крае один из участвовав-

ших в разделке вынужденно забитой коровы заболел на 6-й 

день после употребления в пищу вареного мяса и ливера, 

когда у него появились тошнота, многократная рвота и жид-

кий стул. Развился инфекционно-токсический шок, привед-

ший к летальному исходу.
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Имеются сообщения о пероральном заражении и в ино-

странной литературе. На Филиппинах в 1932 г. произошла 

вспышка сибирской язвы с проявлениями со стороны кожи и 

кишечника. Из 250 человек, употреблявших в пищу мясо 

больного животного, умерли 17 заболевших, из них у 12 от-

мечались признаки заражения через желудочно-кишечный 

тракт [8]. В 2004 г. в Уганде (Африка) от сибирской язвы 

скончались 10 местных жителей, употреблявших в пищу 

мясо гиппопотамов, погибших от сибирской язвы.

В отдельных странах, например, в США, «кишечная» 

форма сибирской язвы документально вообще не зареги-

стрирована и поэтому не известна широкому кругу практи-

ческих врачей [9]. Некоторые исследователи отмечали, что 

они никогда не наблюдали в США случаев заражения сибир-

ской язвой человека в результате употребления в пищу 

контаминированного мяса или молока [10]. Однако в августе 

2000 г. из 6 больных, зарегистрированных в штате Миннесо-

та, у двух, употреблявших в пищу мясо павшего бычка, была 

отмечена гастроинтестинальная форма заболевания [11]. В 

связи с профилактическим применением антибиотиков за-

болевание протекало относительно легко (диарея в течение 

1–3 дней, боли в животе, повышение температуры тела) и 

закончилось выздоровлением.

Клиническая картина и течение болезни при этой разно-

видности сибирской язвы имеет мало характерных призна-

ков, отличается большим разнообразием проявлений на на-

чальных этапах [3, 7, 12, 13] и заканчивается совершенно 

одинаковой картиной синдрома полиорганной недостаточ-

ности (как финального этапа декомпенсации инфекционно-

токсического шока).

Ввиду разнообразия клинической картины Г.П.Руднев [14] 

делит «кишечную» форму сибирской язвы на несколько раз-

новидностей:

•  напоминающую непроходимость кишечника, ущемлен-

ную грыжу, острый перитонит или тяжелое отравление;

•  напоминающую дизентерийные поносы, но в отличие от 

них сопровождающуюся вздутием живота;

•  молниеносные случаи с тяжелыми менингеальными яв-

лениями;

•  холероподобные формы;

•  гриппозные формы (неопределенного характера) и др.

Такое деление не всегда оправдано, но оно ориентирует 

врачей в дифференциации сибирской язвы от других забо-

леваний желудочно-кишечного тракта.

При типичном течении развитие болезни можно разде-

лить на три периода, хотя это не всегда возможно из-за бы-

строго и тяжелого протекания процесса.

Инкубационный период при данной форме составлял от 1 

до 5, иногда 7, суток. Начало болезни острое и выражалось 

местными симптомами со стороны желудочно-кишечного 

тракта или общими проявлениями бурно развивающейся 

интоксикации. Нередко заболевание начиналось недомога-

нием, слабостью, ознобом, повышением температуры тела 

до 38–39°С и выше, жесточайшей головной болью, голово-

кружением.

Вторая фаза болезни характеризовалась присоединени-

ем абдоминальных признаков. Появлялись острые, разли-

тые, режущие или тупые боли в животе, преимущественно в 

нижней части, иногда в области червеобразного отростка 

или желчного пузыря, боли в пояснице. Вскоре присоединя-

лись сильная тошнота, кровавая рвота с желчью, чувство 

напряженности с режущими болями и вздутием живота, а 

затем понос, вначале кашицеобразный с серозно-слизисты-

ми испражнениями, приобретающими в дальнейшем кровя-

нистый характер. При обследовании таких больных выявля-

ли сухой и обложенный белым налетом язык, учащенный 

пульс, аритмичный, малого наполнения, позже нитевидный, 

артериальное давление низкое; дыхание учащенное, в лег-

ких застойные явления с обилием влажных хрипов. 

Некоторые больные отмечали чувство стеснения в груди, 

ощущение недостатка воздуха. Кожа и видимые слизистые 

цианотичны. На коже часто возникали вторичные пустулез-

ные и различные геморрагические высыпания. Живот вздут, 

при пальпации подложечная область болезненна, мышцы 

напряжены, печень и селезенка увеличены. В брюшной по-

лости может определяться скопление жидкости – до 3–5 л 

кислой бледно-желтой или серозно-кровянистой жидкости, 

содержащей большое количество бацилл [15]. Создавалась 

картина «острого живота». Возможно развитие пареза ки-

шечника, что напоминало признаки непроходимости кишеч-

ника, поэтому известны случаи проведения оперативных 

вмешательств по поводу «острого живота», аппендицита, 

непроходимости кишок [16, 17].

Сибиреязвенное поражение кишечника иногда приводило 

к сильному раздражению брюшины, геморрагическому вы-

поту и, в дальнейшем, к прободению с развитием перитони-

та. Одновременно с этим появлялись признаки поражения 

органов грудной клетки: кашель, сильная одышка, выделе-

ние мокроты и другие характерные для легочной формы 

симптомы болезни, т.е. «кишечная» форма как таковая 

даже с клинической точки зрения существовать перестает. 

Были ярко выражены явления общей интоксикации. 

Температура тела повышена, пульс ослаблен, артериальное 

давление понижено. При виде таких больных в разгаре бо-

лезни возникает подозрение о тяжелом общем отравлении с 

прогрессирующим упадком сердечной деятельности [18].

В третьей фазе болезни, кроме указанных выше призна-

ков, отмечались выраженная бледность и синюшность кожи. 

Катастрофически нарастала декомпенсация сердечной дея-

тельности. Артериальное давление низкое, пульс нитевид-

ный, дыхание учащенное. Больные беспокойны, возбужде-

ны, бывают бред и эйфория, состояние ступора. Рвотные 

массы и кал могут содержать примесь крови [3, 19].

Иногда заражение через кишечник вело к быстрому раз-

витию токсико-инфекционного шока, не поддающегося ле-

чению. В качестве примера можно привести одно из послед-

них наблюдений «кишечной формы» сибирской язвы у за-

болевшего через 20 ч после употребления в пищу шашлыка 

из инфицированного мяса [6]. При поступлении в больницу 

состояние крайне тяжелое, резкая общая слабость, повтор-

ная рвота, понос, температура тела 37,5°С. Тотальный циа-

ноз. Тахипноэ. Тахикардия. Артериальное давление 60/40 мм 

рт. ст. Жесткое дыхание. Выраженный метеоризм. Печень 

на 4 см ниже реберной дуги. Интенсивная терапия была не-

эффективной. Перед смертью кратковременное возбужде-

ние, клонико-тонические судороги. Из прямой кишки выде-

ление обильного количества темной жидкой крови. Смерть 

наступила через 22 ч 30 мин после употребления мяса.
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Во время вспышки сибирской язвы в 2016 г. на Ямале у 

одного больного была диагностирована гастроинтестиналь-

ная форма заболевания [5, 20], развившаяся после употре-

бления в пищу крови и сырого мяса больных оленей. 

Клинические проявления характеризовались острым нача-

лом с появления слабости, снижения аппетита, рвоты до 

5 раз в сутки. В течение 1–2 дней присоединились боли в 

животе. При поступлении в клинику состояние больного 

было средней тяжести. Отмечались слабость, вялость, вы-

раженность которых прогрессивно нарастала. Температура 

тела при поступлении была 36,5°С и в дальнейшем не повы-

шалась. Кожных аффектов и патологии лимфоузлов не вы-

явлено. Живот мягкий, болезненный в мезогастрии. При ис-

следовании крови выявлен выраженный лейкоцитоз, сдвиг 

лейкоцитарной формулы влево. В течение суток состояние 

пациента прогрессивно ухудшалось за счет нарастания ин-

фекционно-токсического шока. Проводимая терапия (анти-

биотикотерапия, иммунотерапия, дезинтоксикационная и 

патогенетическая терапия) не смогла предотвратить леталь-

ный исход, наступивший в течение суток и связанный с раз-

витием вторичного сибиреязвенного сепсиса, инфекционно-

токсического шока и, как следствие, полиоорганной недо-

статочности.

Температура тела при заражении через кишечник внача-

ле кратковременно субфебрильная, быстро поднималась до 

39–40°С и выше, держалась на высоком уровне, а в терми-

нальном периоде могла резко упасть даже ниже нормы (до 

35°С), что является плохим прогностическим признаком.

Продолжительность болезни при данной форме сибир-

ской язвы невелика и обычно через 3–4 суток, а иногда и 

раньше, наступала смерть при явлениях декомпенсирован-

ного токсико-инфекционного шока (полиоорганная недоста-

точность). Даже при условии интенсивного лечения удава-

лось спасти не более половины больных. Считается, что ле-

тальность при «кишечной форме» составляет от 50 до 100% 

[3]. Лечение, как правило, запаздывало. Все это заставляет 

обратить пристальное внимание на каждый случай кишеч-

ного проявления сибирской язвы с целью детального описа-

ния и широкой популяризации особенностей проявления 

этой формы среди практических медицинских работников, 

так как она совершенно незнакома практическим врачам.

Таким образом, хотя кишечная форма сибирской язвы в 

обычных условиях явление чрезвычайно редкое, необходи-

мо помнить о ее возможности и учитывать анамнестические 

сведения об употреблении в пищу инфицированных мясо-

продуктов.

Во всех случаях при подозрении на заболевание сибир-

ской язвой проводят лабораторные исследования. Для лабо-

раторной диагностики сибирской язвы используют морфо-

логические, биохимические, серологические и молекулярно-

генетические (полимеразная цепная реакция (ПЦР)) методы 

[3, 21, 22]. Однако из-за стремительного развития кишечной 

формы сибирской язвы получение результатов лаборатор-

ных исследований запаздывали и использовались в основ-

ном для постмортального диагноза. В Ямало-Ненецком ав-

тономном округе диагноз был подтвержден обнаружением в 

крови ДНК B. anthracis методом ПЦР и выделением культу-

ры возбудителя сибирской язвы из крови, рвотных масс и 

перитонеальной жидкости [5, 20].

Вторым опасным патогеном из группы B. cereus complex 

является B. сereus sensu strictо, способный при определен-

ных условиях вызывать у человека широкий спектр заболе-

ваний, включающих пищевые токсикоинфекции, системные 

и местные гнойные инфекции. Впервые этиологическая роль 

B. cereus при пищевых отравлениях была изучена и описана 

Hauge в 1950 г. Начиная с 1951 г. накопились сообщения об 

острых желудочно-кишечных заболеваниях у человека, вы-

зываемых B. сereus [23, 24]. По данным Центра по контролю 

и профилактике заболеваний (CDC), в США ежегодно реги-

стрируется более 60 тыс. случаев заболеваний, вызванных 

B. cereus.

Описываемый микроорганизм был открыт и назван 

B. cereus в 1888 г. Frankland, синонимы: B. pseudoanthracis 

(Wahrlich, 1890/91) и B. anthracoides (Kiippi Wood, 1889). В 

определитель Берджи (1957) этот микроб входит под своим 

первоначальным названием, которое является общеприня-

тым в современной литературе. По систематическому поло-

жению B. cereus относятся к роду Bacillus, к группе апатоген-

ных аэробных спорообразующих микроорганизмов, т.е. по 

первичной характеристике были отнесены к сапрофитам. 

Вследствие этого длительное время оставалась неизучен-

ной их роль в патологии человека. Правда, в отдельных со-

общениях содержались описания возбудителей отравлений, 

изолированных из пищи, которых можно было отнести к 

B. cereus [25], но авторы ошибочно относили их к другим 

видам микробов.

К настоящему времени биологические свойства B. cereus 

достаточно изучены. Прежде всего обращает на себя внима-

ние то, что морфологически эти бактерии очень похожи на 

B. anthracis [26]. Даже считали, что B. anthracis является па-

тогенной разновидностью B. cereus [27].

Бактерии B. cereus относятся к грамположительным фа-

культативно-анаэробным подвижным спорообразующим па-

лочковидным бактериям, широко распространенным в окру-

жающей среде (почве, пресной и морской воде, кишечнике 

беспозвоночных, на растениях и т.д.) и имеющим фенотипи-

ческие и генетические (16S рРНК) признаки, сходные с 

рядом других видов рода Bacillus: B. mycoides, 

B. pseudomycoides, B. thuringiensis и B. anthracis [28, 29].

Основные факторы патогенности B. cereus связаны с вы-

делением разрушающих ткани реактивных экзоферментов: 

четырех гемолизинов, трех фосфолипаз, индуцирующего 

рвоту токсина и порообразующих энтеротоксинов (HBL, NHE 

и токсина K) [30, 31].

Ю.В.Езепчук и А.Р.Битцаев [32] считают, что существует 

структурное и функциональное сходство между диарееген-

ным летальным токсином (DLT) B. cereus и экзотоксином 

B. anthracis. DLT обладает тремя типами биологической ак-

тивности: диареегенным, летальным и васкулярным. Однако 

механизмы действия токсина B. cereus остаются не до конца 

изученными. Считается, что патогенность B. cereus связана 

с ее способностью синтезировать и секретировать два экзо-

токсина. Один из них состоит из трех белковых компонентов, 

обладает, как выше указывалось, диареегенной, летальной 

активностью и повышает проницаемость сосудов (диарее-

генно-летальный токсин). Второй токсин – цереолизин – вы-

зывает цитолитический и летальный эффект и также нару-

шает проницаемость кровеносных сосудов. Попадая в пище-
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вые продукты, патогенные варианты В. cereus размножают-

ся в них и продуцируют экзотоксины. Под влиянием протео-

литических и других ферментов, выделяемых B. cereus, в 

продуктах накапливаются различные ядовитые вещества 

(птомаины). Все это вместе взятое и приводит к развитию 

пищевого отравления.

Пищевую токсикоинфекцию с преобладающим диарей-

ным синдромом вызывает употребление в пищу недостаточ-

но термически обработанных мясных и рыбных блюд, немы-

тых овощей, непастеризованного молока, в то время как 

контаминированный B. cereus (105–108 КОЕ/г) рис и другие 

крахмалсодержащие продукты, а также сыр вызывают га-

строэнтерит с ведущим рвотным синдромом [33].

Заболевание характеризуется коротким инкубационным 

периодом – несколько часов, редко более суток. 

Продолжительность инкубационного периода может зави-

сеть от многих факторов (дозы попавшего возбудителя, 

степени его патогенности, сопротивляемости макроорганиз-

ма и др.). Болезнь возникает внезапно, сопровождается 

рвотой и острой диареей.

Симптомы заболевания в большинстве случаев исчезали 

через 11–14 ч, и в пределах 24–48 ч больные полностью вы-

здоравливали [34]. Однако наблюдались случаи тяжелого 

течения заболевания с летальным исходом. Летальность 

составляла <1%. Смерть наступала у лиц с ослабленным 

здоровьем, главным образом у стариков и детей [35].

Пищевое отравление, вызываемое B. cereus, имеет как 

общеклинические проявления (тошноту и абдоминальные 

боли), так и превалирующие симптомы, на основании кото-

рых выделяют две формы заболеваний: диарейную и токси-

козоподобную (рвотную). Диарейная форма развивается 

при попадании в организм больших количеств B. cereus – 

>106 микробных клеток, которые продуцируют энтеротоксин 

диарейного типа. Клиническая картина развивается через 

24 ч после употребления инфицированного продукта. Диарея 

частая, водянистая, с большим количеством слизи наблюда-

ется в течение 6–15 ч без присоединения рвоты. Температура 

тела, как правило, не повышается.

Токсикозоподобная (рвотная) форма пищевого отравле-

ния имеет чрезвычайно короткий инкубационный период (от 

30 мин до 6 ч) и характеризуется тошнотой и рвотой, для-

щейся до 24 ч. В «виновном» продукте и рвотных массах 

регистрируется специфический термостабильный токсин.

Диагностика пищевого отравления, вызванного B. cereus, 

основана на изоляции и идентификации выделенных штам-

мов.

Для подтверждения наличия B. сereus и/или ее токсинов в 

пищевых продуктах и клинических образцах используются 

морфологические, биохимические, серологические (имму-

ноферментный анализ) и молекулярно-генетические (ПЦР) 

методы [24, 36, 37].

В настоящее время определение бактерий B. cereus про-

изводится по Межгосударственному стандарту «Горизон-

тальный метод подсчета презумптивных бактерий B. сereus». 

Термин «презумптивный» указывает на то, что данный ме-

тод не предусматривает дифференциацию B. сereus от дру-

гих видов Bacillus, в т.ч. B. anthracis.

Для обнаружения B. сereus и/или его токсинов в пищевых 

продуктах и клинических образцах чаще всего используют 

метод времяпролетной масспектрометрии на масспектроме-

тре MALDI-TOF. Так же используют ELISA (обнаружение 

бактериальных токсинов компонентов NheA и энтеротоксин 

Hbl) и RPLA (обратная пассивная агглютинация латекса). 

Аккредитованных тест-систем на основе ПЦР не существу-

ет. Описаны методики оценки токсического эффекта на 

культурах клеток или анализ подвижности сперматозоидов 

хряка, но данные методы не нашли применения в практиче-

ском здравоохранении. Также ведутся работы по подбору 

биологической модели для исследования токсического эф-

фекта B. сereus [24, 36].

Для выделения культуры B. cereus используют плотные и 

жидкие питательные среды [23, 38–40]. Посевы термостати-

руют при 36 ± 1°С в течение 24–48 ч. Отбирают колонии, 

характерные для В. cereus, и изучают морфологические и 

биохимические особенности микроорганизмов.

В мазках В. cereus имеет вид крупных грамположитель-

ных палочек размером 1,0–1,2 × 3,0–5,0 мкм со слегка за-

кругленными концами, лежащих в виде цепочек или штаке-

тообразных скоплений, реже – отдельно друг от друга. При 

дальнейшем культивировании в мазках наблюдаются цен-

трально и субтерминально расположенные споры.

Одним из важных тестов является определение подвиж-

ности микробных клеток. Клетки В. cereus подвижны, однако 

могут встречаться штаммы со слабо выраженной подвижно-

стью.

При дифференциации В. cereus используют ряд биохими-

ческих тестов. От других сапрофитных споровых аэробов 

В. cereus отличается по ряду свойств: образованию лецити-

назы, ацетилметилкарбинола, утилизации цитратных солей, 

ферментации маннита и рост в анаэробных условиях на 

среде с глюкозой.

В результате анализа литературных данных и результатов 

собственных исследований Н.А.Феоктистовой с соавт. [41, 

42] была сформирована схема выделения и идентификации 

бактерий B. cereus, основанная на определении 30 биохими-

ческих свойств и использовании специфических цереусных 

бактериофагов Вс-4 и Вс-8 УГСХА.

Однако нестабильность ферментативных реакций 

B. cereus затрудняет межвидовую дифференциацию бакте-

рий группы рода Bacillus и, кроме того, требует серьезных 

временных затрат. В связи с этим вопрос о разработке уско-

ренного достоверного метода идентификации B. cereus все 

еще остается актуальным.

Ключевое значение для определения патогенности штам-

мов имеет идентификация генов токсинов, которые опреде-

ляют патогенный потенциал. Для синдрома диареи были 

описаны три энтеротоксина: цитотоксин CytK [43], негемоли-

тический энтеротоксин Nhe [44] и гемолизин Hbl [45].

Методы, основанные на ПЦР, были разработаны для поис-

ка генов хромосомных токсинов Nhe, Hbl и CytK, а также кла-

стера гена рвотного токсина ces. Было показано, что гены Nhe 

находятся у всех микроорганизмов группы B. cereus, включая 

B. weihenstephanensis, B. thuringiensis и даже B. anthracis. 

Продукцию цереулидов можно определить с помощью 

геноспецифической ПЦР на ген ces [46]. Исследования по-

казали, что ген ces может быть не только у рвотных штам-

мов B. cereus, но и у двух изолятов B. weihenstephanensis 

[47]. Синтез цереулида кодируется в локусе гена ces, кото-
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рый расположен на мегаплазмиде, называемой pCER270 

(или pCERE01). Эта плазмида родственна плазмиде токсина 

B. anthracis pX01 [46].

Н.А.Феоктистова с соавт. [48] в результате проведенных 

исследований подобрали специфические праймеры на осно-

ве гена 16S рРНК для бактерий группы B. cereus complex. 

Постановка ПЦР с детекцией в режиме реального времени с 

применением праймеров, специфичных для представителей 

группы B. cereus complex, рекомендуется как метод первич-

ной идентификации вышеназванных бактерий и способ ин-

дикации в объектах ветеринарно-санитарного надзора. 

Чувствительность метода составляет 102–103 мк/г.

Следует, однако, подчеркнуть, что положительные ре-

зультаты ПЦР не являются подтверждением наличия полно-

го и функционального гена, но они обеспечивают надежную 

индикацию присутствия микроорганизмов.

Заключение

Наиболее опасными патогенами из группы B. cereus 

complex является B. anthracis, вызывающая у человека и 

парнокопытных животных сибирскую язву, а также B. сereus 

sensu strictо, вызывающая у человека и животных широкий 

спектр заболеваний, включающих пищевые токсикоинфек-

ции, системные и местные гнойные инфекции.

При выяснении этиологии пищевых отравлений большое 

значение имеет дифференциация B. cereus и B. anthracis, 

так как кишечная форма сибирской язвы по клиническим 

признакам может быть принята за пищевое отравление. 

B. anthracis отличается от B. cereus рядом характерных при-

знаков: рост в бульоне и желатине, способность образовы-

вать капсулу в организме и на специальных питательных 

средах, чувствительность к пенициллину (тест «жемчужного 

ожерелья») [22]. Кроме того, имеются различия по чувcтви-

тельности к специфическим бактериофагам и в реакции 

преципитации.

Для дифференциации B. сereus и B. anthracis использует-

ся тест на фосфатазу [2, 21]. На дифференциально-диагно-

стической среде для выявления и культивирования сибире-

язвенного микроба с фенолфталеинфосфатом натрия бак-

терии B. cereus растут в виде распластанных матовых коло-

ний. При взаимодействии с парами аммиака колонии 

B. cereus и других спорообразующих сапрофитов приобре-

тают розовый или красный цвет, колонии же B. anthracis не 

изменяют своего цвета либо слабо розовеют (рис. 1).

Для выделения и дифференциации B. cereus и B. anthracis 

можно использовать разработанную в ГНЦ ПМБ питатель-

ную среду, содержащую D-сорбит, бромтимоловый синий и 

полимиксин [2].

Выращивание на среде с D-сорбитом позволяет провести 

дифференциацию колоний близкородственных сапрофитов 

от штаммов B. anthracis по цвету среды и по морфологии. На 

рис. 2 представлен характер роста возбудителя сибирской 

язвы и B. cereus на питательной среде с D-сорбитом.

B. cereus защелачивает среду с D-сорбитом, колонии и 

питательная среда окрашиваются в синий цвет. Сибире-

язвенные штаммы, утилизируя D-сорбит, закисляют среду, в 

результате чего колонии и питательная среда приобретают 

желто-зеленое или зеленое окрашивание.

Если при изучении культуральных, морфологических и 

биохимических свойств микроорганизмов, выделенных из 

колоний, обнаружены подвижные, крупные грамположитель-

ные палочки со спорами, продуцирующие лецитиназу и не 

ферментирующие маннит, нитратредуцирующие, способные 

образовывать ацетилметилкарбинол, ферментировать в 

анаэробных условиях глюкозу, то дают заключение о том, 

что обнаруженные микроорганизмы относятся к В. cereus.

Описанные выше тесты обычно достаточны для того, 

чтобы отличить типичные штаммы B. cereus от других пред-

ставителей группы Bacillus. Однако результаты по атипич-

ным штаммам B. cereus довольно разнообразны, и может 

потребоваться дальнейшее тестирование для идентифика-

ции изолятов. В качестве дополнительной дифференциации 

изолятов B. cereus в сомнительных случаях возможна по-

становка ПЦР с видоспецифическими праймерами, напри-

мер, на ген gyrB. Ген gyrB кодирует белок субъединицы B 

ДНК-гиразы (топоизомераза типа II), который необходим для 

репликации ДНК [49]. Ген используется в филогенетическом 

и таксономическом анализе, поскольку он присутствует у 

различных видов бактерий. Кроме того, ген обладает более 

высокой специфичностью, чем 16S рРНК, благодаря более 

быстрой эволюции, которая способствует меньшему процен-

ту сходства генов даже среди близкородственных видов [50] 

и, следовательно, подходит для идентификации видов бак-

терий.

Кроме инфекций, связанных с пищевым отравлением, 

B. сereus была выявлена при множестве других клинических 

состояний. Сообщалось о молниеносном сепсисе, менингите 

и абсцессах головного мозга, эндофтальмите, эндокардите, 

остеомиелите, кожной инфекции по типу газовой гангрены и 

т.д. [51]. В последние годы появились сведения о пневмони-
Рис. 1. Фосфатазная активность у B. cereus и В. anthracis.

Fig. 1. Phosphatase activity in B. cereus and B. anthracis.

Рис. 2. Рост колоний B. anthracis (слева) и B. cereus (справа) на 

диагностической питательной среде.

Fig. 2. Growth of B. anthracis and B. cereus colonies on diagnostic 
nutrient medium.
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ях, вызываемых B. сereus. Так, A.R.Hoffmaster et al. [52] со-

общают о выделении из слюны и крови больного пневмони-

ей человека штамма B. сereus G9241, имеющего плазмиду 

рВСХ01, гомология которой с плазмидой рХ01 B. anthracis 

составила 99,6%. При проведении диагностических тестов у 

полученного изолята было обнаружено сходство с сибиреяз-

венным микробом. По вирулентности для белых мышей 

штамм G9241 находился на уровне штамма B. anthracis 

Sterne. Течение заболевания у больного было сходным с за-

болеванием у людей, подвергшихся аэрогенному зараже-

нию возбудителем сибирской язвы. Наблюдались случаи 

пневмонии с летальными исходами, при которых выделяли 

штаммы B. сereus, продуцирующие токсин, подобный сиби-

реязвенному [28, 29, 49, 53].

Приведенные сведения указывают на то, что близкород-

ственные спорообразующие сапрофиты могут быть потен-

циальными возбудителями серьезных инфекций [54].
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Н о в о с т и  н а у к и

Обнаружен новый способ борьбы с грибковыми инфекциями 

Лекарственная устойчивость патогенных грибов в сочетании с 

ограниченным противогрибковым арсеналом представляет собой 

растущую угрозу для здоровья человека. Чтобы идентифицировать 

противогрибковые соединения проверено хранилище натуральных 

продуктов RIKEN на репрезентативные изоляты четырех основных 

грибковых патогенов человека. Этот скрининг выявил NPD6433, три-

азенил-индол с широким спектром активности против всех скринин-

говых штаммов, а также нитчатой плесени Aspergillus fumigatus. 

Исследования показали, что NPD6433 нацелен на еноилредуктазный 

домен синтазы жирных кислот 1 (Fas1), ковалентно ингибируя его 

флавинмононуклеотид-зависимую активность НАДФН-окисления и 

останавливая биосинтез незаменимых жирных кислот. Надежное 

ингибирование Fas1 убивает Candida albicans, тогда как сублетальное ингибирование ухудшает различные признаки виру-

лентности. При хорошей переносимости воздействия NPD6433 продлевал продолжительность жизни нематод, инфициро-

ванных устойчивым к азолу C. albicans. В целом, идентификация NPD6433 предоставляет инструмент для изучения липид-

ного гомеостаза как терапевтической мишени у патогенных грибов и раскрывает механизм, с помощью которого функция 

Fas1 может ингибироваться.

Iyer KR, Li SC, Revie NM, Lou JW, Duncan D, Fallah S, et al.

Identification of triazenyl indoles as inhibitors of fungal fatty acid biosynthesis with broad-spectrum activity.

Cell Chem Biol. 2023 Jul 20;30(7):795-810.e8. DOI: 10.1016/j.chembiol.2023.06.005
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Микобактериофаги – бактериофаги, инфицирующие бактерии рода Mycobacterium, – вносят вклад в понимание вирус-
ного разнообразия и эволюции. Более 10 000 микобактериофагов было выделено к настоящему времени, более 
2000 геномов секвенировано и размещено в базах данных. Данный обзор посвящен актуальной теме использования 
микобактериофагов для лечения инфекций, вызванных микобактериями (Mycobacterium tuberculosis, M. abscessus, 
M. chelonae и др.), а также истории открытия, классификации и геномике микобактериофагов, их жизненному циклу и 
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Б
актериофаги – облигатные паразиты бактерий, кото-

рые были впервые описаны около ста лет назад и с тех 

пор их использование вносит значимый вклад в развитие 

молекулярной биологии, генетики и биотехнологии [1]. 

Преимущество использования бактериофагов в молекуляр-

но-генетических исследованиях заключаются в сравнитель-

но небольшом размере их геномов, что позволило на их 

основе разрабатывать методы секвенирования ДНК еще до 

начала 1990-х гг. [2].

Бактериофаги широко распространены в окружающей 

среде, являясь частью самой распространенной в природе 

формы биологических объектов – вирусов (количество ви-

русных частиц в биосфере оценивается как 1031) [3]. 

Предполагается, что фаговая популяция сформировалась 

более 3 млрд лет назад, а количество фаговых инфекций 

оценивается как 1023 событий в секунду, обновление миро-

вой популяции происходит каждые несколько дней [4]. 

Генетически бактериофаги очень гетерогенны. Постоянно 

идет эволюционное «соревнование» между бактериями-хо-

зяевами и фагами по созданию устойчивых к бактериофа-

гам форм и преодолению этой устойчивости [5]. 

Бактериофаги могут вызывать два типа фаговой ин-

фекции: литическую (вирулентную) и лизогенную (умерен-

ную), причем из лизогенного состояния фаг может быть 

индуцирован с последующим развитием литической ин-

фекции. Частота лизогении варьирует в зависимости от 

ряда параметров: видовой принадлежности хозяина, ста-

дии роста бактериальной культуры, множественности ин-

фекции и др. [6].

Микобактериофаги – это бактериофаги, которые инфици-

руют клетки микобактерий, среди которых выделяют пато-

генные для человека виды: Mycobacterium tuberculosis, 

Mycobacterium avium комплекс (MAC) и Mycobacterium 

abscessus комплекс (MAB), а также непатогенные виды, 
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такие как Mycobacterium smegmatis и др. [7]. Интерес к мико-

бактериофагам объясняется тем, что они рассматриваются 

как кандидаты для разработки новых противотуберкулезных 

препаратов, которые могли бы внести вклад в решение про-

блемы терапии множественно-лекарственно устойчивого 

туберкулеза. К настоящему времени выделены и охаракте-

ризованы более 10 тыс. штаммов микобактериофагов, раз-

мещенных в базе данных PhagesDB (https://phagesdb.org/, 

дата доступа 19.11.2023). Микобактериофаги широко ис-

пользуются для изучения генетики микобактерий, в т.ч. ин-

тегративных векторов, систем рекомбинации, а также си-

стем эффективной доставки репортерных генов, транспозо-

нов и субстратов аллельного обмена.

Данный обзор посвящен истории открытия микобактери-

офагов, их классификации, описанию фагового жизненного 

цикла, структуры геномов и использованию в молекулярной 

биологии, биотехнологии и медицине.

Открытие микобактериофагов

Первые микобактериофаги были выделены в 1954 г. из 

культуры M. smegmatis и в 1960–1970-х гг. использовались 

для фаготипирования микобактериальных инфекций. 

Некоторый из этих фагов сохранились до настоящего вре-

мени, а другие были утрачены [8]. Первый геном микобакте-

риофага (L5) был секвенирован в Японии [9]. В дальнейшем 

были секвенированы геномы фагов D29, TM4 и Bxb1 [10]. В 

2002 г. в США стартовала программа Phage Hunters 

Integrative Research and Education (PHIRE), в 2008 г. преоб-

разованная в программу Science Education Alliance Phage 

Hunters Advancing Genomics and Evolutionary Science (SEA-

PHAGES), поддерживаемую Медицинским институтом 

Ховарда [11]. В рамках этих программ был создан большой 

архив данных о микобактериофагах (>10 000), выделенных 

на M. smegmatis, более 2000 из которых были секвенирова-

ны и геномы этих фагов аннотированы. Информация о дан-

ной коллекции фагов доступна на веб-ресурсе (http://

phagesdb.org). На интерактивной карте ресурса представле-

ны локации выделения микобактериофагов во всем мире 

(рисунок).

Классификация и геномика микобактериофагов

На основании схожести геномов (>50% генома) микобак-

териофаги сгруппированы в кластеры (А, B, C и т.д.) и под-

кластеры (например, А1, А2, А3). Фаги, для которых не най-

дены близкородственные, называются «одиночки» 

(singletons) [12]. По мере расширения коллекции секвениро-

ванных геномов микобактериофагов граница идентичности 

геномов между кластерами была снижена до 35% [13]. 

Ключевым параметром геномики микобактериофагов яв-

ляется их архитектурная мозаика. Каждый геном представ-

ляет собой композицию модулей, или мозаичных «плиток», 

которые могут быть собраны в огромное количество различ-

ных комбинаций [14]. Кроме того, средний размер генов 

микобактериофагов составляет около 600 п.н., что меньше 

такого показателя у бактерий (1000 п.н.), а гены собраны в 

более протяженные опероны (20–25 т.п.н.), чем у бактерий 

[15]. Большинство литических микобактериофагов относят к 

порядку Caudovirales, семейству Siphoviridae и кластеру K, 

Рисунок. Карта локализации выделения микобактериофагов в GPS-координатах (https://phagesdb.org/GPSmap/, дата доступа 30 

ноября 2023 г.). Буквами обозначены кластеры микобактериофагов.

Figure. Localization map of mycobacteriophage release in GPS coordinates (https://phagesdb.org/GPSmap/, accessed November 30, 2023). 
Letters indicate clusters of mycobacteriophages.
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который подразделяется на 7 подкластеров [16]. Кластер K – 

один из известных кластеров, в котором все члены могу 

лизировать M. tuberculosis. Представители семейства 

Siphoviridae имеют длинный гибкий хвост и заостренный 

капсид, содержащий двухцепочечную ДНК [17]. В геномах 

около 2000 секвенированных микобактериофагов выявлено 

большое число генов с неизвестной функцией (>100 тыс.) 

[7], что указывает на наличие огромного резервуара неиз-

вестных разнообразных функций генов.

Жизненный цикл микобактериофагов

Лизогенный цикл

Большинство выделенных к настоящему времени мико-

бактериофагов относятся к умеренным фагам. Интересно, 

что литические и умеренные микобактериофаги могут от-

носится к одному и тому же кластеру, например, литический 

фаг D29 и умеренный фаг L5 относятся к одному и тому же 

подкластеру А2, их отличие состоит в наличии делеции гена-

репрессора [18]. Умеренные фаги обычно содержат репрес-

сор, который необходим для перехода в состояние лизоге-

нии, и интегразу, которая обеспечивает сайт-специфичную 

интеграцию в бактериальный геном и формирование про-

фага. Некоторые микобактериофаги кластера А отличаются 

тем, что они формируют профаговые репликоны (плазмид-

ные) за счет наличия системы parAB вместо интегразы [19]. 

У многих бактериофагов (кроме отмеченных выше из кла-

стера А) ген-репрессор локализуется и транскрибируется 

среди ранних литических генов [20]. Формирование иммун-

ности к суперинфекции у микобактериофагов отличается от 

канонической, описанной у бактериофага λ. Гены репрессо-

ра и интегразы котранскрибируются в опероне, и рекомби-

нация с attP сайтом происходят внутри самого гена-репрес-

сора. Интерграция приводит к утрате 3’ конца гена-репрес-

сора, что приводит к продукции усеченного на С-конце бел-

ка-репрессора, который не подвергается протеолитической 

деградации и обеспечивает состояние иммунности к супе-

ринфекции [21].

Литический цикл

Транскриптомный анализ показал, что многие микобакте-

риофаги содержат два основных паттерна литических генов: 

ранние (~30 мин после инфекции) и поздние (~120 мин 

после инфекции) [22]. Промоторы ранних генов опознаются 

РНК-полимеразой клетки-хозяина по сайтам -35 и -10 [23]. 

Поздние гены считываются выше или начиная с последова-

тельности cos-сайта, но процесс этот еще недостаточно из-

учен.

Хозяйская специфичность

В настоящее время хозяйская специфичность микобакте-

риофагов изучена недостаточно. Важные сведения были 

получены при изучении спектров чувствительности к мико-

бактериофагам клинических штаммов M. tuberculosis и 

M. abscessus, а также M. smegmatis [24, 25]. Была обнаруже-

на корреляция между способностью фагов инфицировать 

два штамма – M. smegmatis mc2155 и M. tuberculosis H37Rv – 

и принадлежностью к определенному кластеру/подкластеру 

[26]. Фаги, изолированные на штамме M. smegmatis mc2155, 

за некоторыми исключениями, эффективно заражали 

M. tuberculosis H37Rv и другие штаммы туберкулезного ми-

кроба [25]. Специфичность микобактериофагов определяет-

ся множеством факторов, которые можно подразделить на 

действующие на поверхности клетки (например, рецепторы) 

и действующие после проникновения ДНК фага в клетку-

хозяина (например, рестрикция). Известно, что многие 

штаммы вирулентных микобактерий не содержат CRISPR-

систем, что исключает влияние таких систем на ограничение 

спектра активности микобактериофагов [27].

Терапевтическое использование микобактериофагов

Первое сообщение о применении микобактериофага в 

качестве терапевтического препарата было опубликовано в 

журнале Nature в 2019 г.: лечение детского муковисцидоза, 

вызванного диссеминированной инфекцией M. abscessus, с 

последующей двусторонней трансплантацией легких и им-

муносупрессивной терапией. Примерно через 6 нед. лечения 

микобактериофагом наблюдалось значительное улучшение: 

уменьшение размеров узелков в печени и на коже, а также 

закрытие хирургической раны [28]. 

Позже были опубликованы результаты лечения еще 

20 случаев инфекции, вызванных высокорезистентными 

штаммами M. abscessus. Как минимум в 11 случаях были 

отмечены благоприятные клинические или микробиологиче-

ские результаты фаговой терапии, в 5 случаях – неполное 

излечение и в 4 случаях – незначительные изменения эф-

фекта терапии [29]. 

Еще один случай успешной микобактериофаговой тера-

пии описан при лечении в течение года инфекции M. absces-

sus у пациента с муковисцидозом в 2022 г. У пациента была 

достигнута эрадикация патогена, он был повторно включен в 

список для двусторонней трансплантации легких [30].

В этом же году был опубликован случай успешной фаго-

вой терапии при внутривенном введении микобактериофага 

на фоне антибиотикотерапии пациенту с высокорефрактер-

ной кожной инфекцией Mycobacterium chelonae [31].

Сообщений об успешном применении микобактериофа-

гов в качестве терапевтических препаратов пока не опубли-

ковано. Трудности данного типа терапии заключаются в том, 

что клетки M. tuberculosis способны выживать внутри фаго-

сом макрофагов, возможность доставки микобактериофа-

гов в которые остается дискуссионной. На данный момент 

предложено два способа доставки фагов внутрь макрофа-

гов: использование липосомированных препаратов мико-

бактериофагов и авирулентных микобактерий для реализа-

ции стратегии «Троянский конь» [32, 33].

Глобальное распространение во всем мире штаммов 

M. tuberculosis, обладающих широкой лекарственной устой-

чивостью, и рост заболеваемости туберкулезом, вызванным 

подобными штаммами, указывает на необходимость поиска 

новых терапевтических препаратов, в т.ч. микобактериофа-

гов или их компонентов, в комбинации с уже известными 

противотуберкулезными препаратами.
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для идентификации выделяемых от пациентов шигелл. Описаны проблемы, решение которых потребовалось при раз-
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Ш
игеллез (бактериальная дизентерия) – это антропо-

нозная инфекция, возбудители которой, бактерии 

рода Shigella, входят в семейство Enterobacreriaceae. Род 

представлен четырьмя серогруппами [1, 2]:

•  серогруппа А включает вид Sh. dysenteriae и объединяет 

15 серотипов;

•  серогруппа В включает вид Sh. flexneri и объединяет 

6 серотипов с подтипами и 2 варианта;

•  серогруппа С включает вид Sh. boydii и состоит из 19 се-

ротипов;

•  серогруппа D включает вид Sh. sonnei и содержит 1 се-

ротип, подразделяющийся на 7 биохимических вариан-

тов (хемоваров).

Отмечено, что серогруппы A, B и C очень похожи физио-

логически, в то время как Sh. sonnei можно отличить от 

других серогрупп по положительным биохимическим реак-

циям β-D-галактозидазы и орнитиндекарбоксилазы [2].

Чаще всего встречаются шигеллезы, вызванные 

Sh. sonnei и Sh. flexneri [1].

Основным методом диагностики шигеллезов является 

бактериологический, который позволяет выделить чистую 

культуру возбудителя (копрокультуру) и изучить ее свойства. 

Материалом для исследования служат испражнения, пище-

вые продукты, иногда – рвотные массы. Выделенные культу-

ры шигелл идентифицируют до вида и серотипа, культуры 

Sh. flexneri – до подтипов, а культуры Sh. sonnei – до хемова-
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ров. Для установления видовой принадлежности возбудите-

ля используют реакцию агглютинации (РА) на стекле, кото-

рую сначала ставят с видовыми сыворотками Зонне и 

Флекснера, а при выделении палочки Флекснера – с типовы-

ми сыворотками. Для этого используют поливалентные и 

моновалентные диагностические агглютинирующие сыво-

ротки [1, 2].

Заболевание, вызываемое Sh. dysenteriae, имеет преиму-

щественно контактно-бытовой путь передачи возбудителя, 

Sh. flexneri – водный, а Sh. sonnei – алиментарный. Шигеллезы 

распространены повсеместно, обычно они проявляются в 

виде вспышек алиментарного или водного характера [1, 2]. 

Шигеллезы эндемичны для развивающихся стран с плохими 

санитарными условиями. Обычно от 10 до 20% кишечных 

заболеваний и 50% случаев кровавой диареи или дизенте-

рии у детей раннего возраста можно охарактеризовать как 

шигеллез, и распространенность этих инфекций значитель-

но снижается после пяти лет жизни [2]. В развитых странах 

вспышки из одного источника, передающиеся через пищу 

или воду, происходят спорадически, и очаги эндемичного 

шигеллеза можно обнаружить в учреждениях и в отдален-

ных районах с некачественными санитарными условиями.

Ежегодно в мире регистрируется около 200 млн случаев 

заболеваний шигеллезом, из которых 1,1 млн больных уми-

рает. Однако, согласно проведенным исследованиям с при-

менением методов математического моделирования, на 

каждый случай дизентерии, попадающий в поле зрения ме-

дицинской службы, приходятся 4 неустановленных случая. 

Еще более феномен «айсберга» выражен при шигеллезе, 

вызываемом Sh. flexneri, – 10–15 неустановленных случаев, 

и он достигает максимальных показателей при дизентерии, 

вызываемой Sh. sonnei – до 50 неустановленных случаев на 

1 установленный [3].

Согласно данным ФБУЗ «Федеральный центр гигиены и 

эпидемиологии» Роспотребнадзора [3], за период 2012–

2014 гг. в России заболеваемость шигеллезом снизилась в 

15 раз: с 80 500 случаев в 2002 г. до 6500 случаев в январе–

августе 2014 г. (показатель заболеваемости, соответствен-

но: 55,96 и 4,5 на 100 тыс. населения). 

Тем не менее шигеллезы отнюдь не утратили своего ме-

дико-социального значения, поскольку доля детей возрасте 

до 14 лет среди заболевших остается практически неизмен-

ной и составляет 47–57% [3], а в Вооруженных Силах 

Российской Федерации в структуре острых кишечных диа-

рейных инфекций удельный вес шигеллеза достигает 25% и 

сохраняется высокой доля случаев диарей неустановленной 

этиологии (до 82%) [4]. Ежегодно в Российской Федерации 

регистрируются десятки тысяч заболеваний разными нозо-

логическими формами дизентерии. Только в 2013 г. эконо-

мический ущерб, причиненный шигеллезами, составил 

567 481,6 тыс. руб. [5]. Кроме того, по данным М.О.Антипова, 

А.Я.Миндлиной [6], удельный вес шигеллезов в структуре 

антропонозных заболеваний органов пищеварения после 

существенного снижения в 2007–2011 гг. практически не 

менялся в 2012–2018 гг.

С учетом того, что в диагностике шигеллезов основной 

удельный вес занимают результаты лабораторного исследо-

вания, задача обеспечения отечественного здравоохране-

ния средствами этиологической лабораторной диагностики 

шигеллезов вполне актуальна и в настоящее время. А по-

скольку одним из наиболее доступных для большинства от-

ечественных клинических лабораторий методов идентифи-

кации возбудителей шигеллезов на сегодняшний день оста-

ется оценка в РА серотипа бактерий, выделенных при бакте-

риологическом обследовании пациента, разработка и орга-

низация производства наборов диагностических сывороток, 

содержащих специфические антитела к антигенам – марке-

рам серотипов шигелл, также по-прежнему актуальны. 

Соответствующая работа была проведена сотрудниками 

ЗАО «ЭКОлаб» с учетом опыта, накопленного за годы про-

изводства наборов реагентов для лабораторной диагности-

ки иммунохимическими методами [7–9]. Ее итогом явился 

набор «Сыворотки диагностические шигеллезные адсорби-

рованные для реакции агглютинации». Набор включает 

49 вариантов комплектации, отличающихся составом входя-

щих в них сывороток (таблица).

Каждый вариант представлен 4 подвариантами по агре-

гатному состоянию сывороток – сухими (подварианты /1 и /2) 

и жидкими (подварианты /3-/4) сыворотками, разлитыми во 

флаконы по 1,0 мл (подварианты /1 и /3) или по 2,0 мл (под-

варианты /2 и /4). Кроме того, во всех вариантах, кроме ва-

рианта 1, предусмотрен розлив каждого наименования сы-

воротки в 1 или 5 флаконов (в варианте 1 предусмотрен 

розлив каждого наименования сыворотки только в 1 фла-

кон), что в итоге дает 388 способов комплектации набора 

(при этом в подвариантах 1/1–1/4 будет по 48 флаконов с 

сыворотками, а в остальных – по 1 или по 5 флаконов). Все 

это существенно расширяет возможности потребителя вы-

бирать только необходимые ему комплекты сывороток.

В отличие от наборов шигеллезных диагностических сы-

вороток других российских производителей набор, разрабо-

танный специалистами ЗАО «ЭКОлаб», включает не только 

лиофилизированные, но и жидкие сыворотки. Хотя сроки 

хранения жидких сывороток значительно меньше, чем лио-

филизированных, жидкие сыворотки более удобны в исполь-

зовании, поскольку не требуют предварительной регидрата-

ции.

Разработка набора и технологии его производства была 

начата с определения перечня видов шигелл, идентифика-

ция которых должна обеспечиваться входящими в него сы-

воротками. Поскольку подобные наборы уже представлены 

на отечественном рынке, за основу был взят перечень 

видов, использованный в наборе шигеллезных сывороток 

«Агнолла» (НИИВС, Санкт-Петербург). Необходимые для 

производства музейные штаммы шигелл были получены из 

ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского 

применения» Минздрава России.

Использование музейных штаммов шигелл предполагает 

не только хранение, но и периодическое обновление их эта-

лонных культур, для чего в ампулы с сухими музейными 

культурами вносят по 1,0 мл бульона Хоттингера, после рас-

творения сухой массы переносят содержимое ампул в про-

бирки с бульоном Хоттингера, выдерживают пробирки 4–6 ч 

в термостате при 37°С, после чего пересевают бульонную 

культуру на чашки Петри с питательным агаром и выдержи-

вают их при 37°С 18–20 ч. Колонии, выросшие на агаре, 

просматривают под микроскопом в косопроходящем свете и 

отбирают 5–15 колоний в S-форме (колонии с ровным краем, 
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гладкой поверхностью, серо-голубого цвета). Каждую из 

отобранных колоний пересевают на 2 пробирки со скошен-

ным агаром, инкубируют их 18–20 ч при 37°С. Культуру из 

одной пробирки смывают физиологическим раствором и 

испытывают в пробе кипячения, РА на стекле и в пробироч-

ной РА с соответствующей сывороткой. При положительных 

результатах контроля отобранные культуры пересевают на 

среду Дорсе и хранят полученные культуры при 2–8°С, или 

замораживают их в криопробирках и хранят далее при 

-60…-80°С, или передают на лиофильную сушку. На среде 

Дорсе под парафинированными ватными пробками при тем-

пературе 2–8°С культуры сохраняют свойства до 6 мес., 

после чего должен быть проведен их пересев, лиофилизиро-

ванные культуры хранят до 5 лет при температуре 2–8°С, 

культуры в криопробирках хранят до использования при 

-60…-80°С, срок их хранения практически не ограничен (по 

опыту работы, не менее 10 лет). 

Хотя принципиальная технологическая схема производ-

ства диагностических сывороток – наработка бактериаль-

ной массы и получение из нее препарата для иммунизации 

животных-продуцентов, подготовка животных-продуцентов, 

их иммунизация, отбор у них крови, получение и переработ-

ка сыворотки крови – хорошо известна, опыт освоения про-

изводства аналогичных препаратов – эшерихиозных и саль-

монеллезных диагностических сывороток – показал необхо-

димость отработки конкретных технологических параметров 

каждой стадии.

Так, на стадии получения антигенов для иммунизации 

животных-продуцентов культуры штаммов, обладающих 

наилучшими антигенными свойствами, пересевают со среды 

Дорсе на пробирки со скошенным агаром Хоттингера (каж-

дую культуру на одну пробирку), помещают в термостат на 

18–20 ч при 37°С. Полученные пробирочные культуры смы-

вают бульоном Хоттингера (по 10–15 мл бульона на пробир-

ку), смывом засевают флаконы с бульоном Хоттингера, ко-

торые помещают в термостат на 4 ч при 37°С для получения 

маточных культур. По 10–15 мл полученных маточных куль-

тур вносят в матрацы со скошенным мясопептонным агаром, 

матрацы помещают агаром вверх в термостат и инкубируют 

18–20 ч при 37°С. Полученные агаровые культуры смывают 

стерильным физиологическим раствором с 0,5% формалина 

(по 20 мл раствора на матрац), смывы одноименных культур 

объединяют в бутыли и инкубируют 18–20 ч при 37°С. 

Доводят концентрацию микробной массы в бутылях до 

3–4 млрд микробных тел/мл по стандарту мутности и цен-

трифугируют полученную взвесь 1 ч при 3000 об./мин. К по-

лученному осадку добавляют 50%-й водный раствор глице-

рина (3,5 мл раствора на микробную массу, полученную с 

одного матраца), выдерживают полученную взвесь 

10–14 суток при 2–8°С и доводят концентрацию полученной 

взвеси до 100 млрд микробных тел по стандарту мутности. 

Готовый препарат антигена хранят до использования при 

2–10°С не более 6 мес.

Располагая необходимым набором музейных и рабочих 

культур, а также технологией получения бактериальной био-

массы и ее переработки в препараты антигенов для иммуни-

зации животных-продуцентов, можно было переходить к от-

работке технологии получения иммунных сывороток.

На этих стадиях готовят животных-продуцентов (кроли-

ков). Определяют необходимое количество антигена для 

иммунизации; стандартизованный шигеллезный антиген с 

концентрацией 100 млрд микробных тел/мл по оптической 

плотности разводят в 100 раз стерильным физиологическим 

раствором до концентрации 1 млрд микробных тел в 1 мл. 

Иммунизируют животных-продуцентов, вводя антигены в 

краевую вену уха кролика по 0,2; 0,5; 1,0; 2,0; 4,0 и 6,0 мл с 

четырехсуточными интервалами между инъекциями. 

Таблица. Варианты комплектации набора «Сыворотки диагно-

стические шигеллёзные адсорбированные для реакции 

агглютинации»

Table. Options for completing the kit «Diagnostic sera for 
shigellosis adsorbed for the agglutination reaction»

Вариант / Option Состав сывороток / Serum composition

1 Сыворотки поливалентные/ Polyvalent serums
Sh. flexneri I, II, III, IV, V, VI, Sh. sonnei
Sh. flexneri I, II, III, IV, V
Sh. dysenteriae 1, 2
Sh. dysenteriae 3, 4, 5, 6, 7
Sh. dysenteriae 8, 9, 10, 11, 12
Sh. boydii 1; 2; 4; 5; 7; 9; 12
Sh. boydii 3, 6, 8, 10, 11
Sh. boydii 13, 14, 15, 16, 17, 18
Сыворотки типовые к / Standard serums for Sh. flexneri I; II; 
III; IV; V; VI
Сыворотки групповые к антигенам / group sera to antigens 
Sh. flexneri 3, 4; 6; 7; 8
Сыворотки моновалентные к антигенам / Monovalent sera 
to antigens Sh. sonnei I, II фазы
Сыворотки моновалентные к / Monovalent sera to antigens 
Sh. dysenteriae 1;2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12
Сыворотки моновалентные к / Monovalent sera to antigens 
Sh. boydii 1; 2; 3; 4; 5; 6; 7; 8; 9; 10; 11; 12; 13; 14; 15; 16; 
17; 18

2 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum Sh. flexneri 
I, II, III, IV, V, VI и Sh. sonnei

3 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum Sh. flexneri 
I, II, III, IV, V

4 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum 
Sh. dysenteriae 1, 2

5 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum 
Sh. dysenteriae 3, 4, 5, 6, 7

6 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum 
Sh. dysenteriae 8, 9, 10, 11, 12

7 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum Sh. boydii 
1, 2, 4, 5, 7, 9, 12

8 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum Sh. boydii 
3, 6, 8, 10, 11

9 Сыворотка поливалентная к / polyvalent serum Sh. boydii 
13, 14, 15, 16, 17, 18

10 Сыворотка моновалентная к антигенам / Monovalent 
serum to antigens I, II фазы Sh. sonnei

11–16 Сыворотки типовые соответственно к / Standard sera 
according to Sh. flexneri I–VI

17 Сыворотка моновалентная групповая к антигенам / 
monovalent serum group to antigens 3, 4 Sh. flexneri 

18 Сыворотка моновалентная групповая к антигену / 
monovalent serum group to antigen 6 Sh. flexneri

19 Сыворотка моновалентная групповая к антигенам / 
monovalent serum group to antigens 7, 8 Sh. flexneri

20–31 Сыворотки моновалентные соответственно к / monovalent 
sera according to Sh. dysenteriae 1–12

32–49 Сыворотки моновалентные соответственно к / monovalent 
sera according to Sh. boydii 1–18
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На 6-е сутки после последней инъекции делают пробное 

кровопускание, для чего из краевой вены уха кролика отби-

рают 2–3 мл крови, дожидаются ее свертывания и выдержи-

вают в термостате 1 ч при 37°С, после чего определяют ее 

специфическую активность в РА.

В полученной моновалентной сыворотке специфическую 

активность определяют в развернутой РА в пробирках, ис-

пользуя в качестве диагностикумов гомологичные культуры 

шигелл, выращенные на мясопептонном агаре в течение 

18–20 ч при 37°С, смытые физиологическим раствором (кон-

центрация микробной взвеси при этом должна составлять 

10 единиц по стандарту мутности, или 8,5•108 КОЕ/мл) и про-

гретые на водяной бане при температуре 100°С в течение 

1 ч. Если титр антител в сыворотке будет не ниже 1:512, 

проводят производственное кровопускание. 

Поливалентные сыворотки контролируют в РА на стекле, 

используя в качестве диагностикумов живые культуры всех 

штаммов, входящих в состав поливалентных антигенов. 

Титр поливалентных сывороток в РА на стекле с живой куль-

турой к каждому антигену должен быть не ниже 1:10; в этом 

случае проводят производственное кровопускание.

Если титры сывороток в РА менее указанных, производят 

дополнительно инъекцию антигена по 6,0 мл с повторным 

взятием пробы на 6-е сутки после дополнительной инъек-

ции.

Производственное кровопускание выполняют в три прие-

ма – два частичных (на 7-е и 9-е сутки после введения по-

следней дозы антигена отбирают из краевой вены по 

70–80 мл крови) и тотальное (отбирают 80–100 мл крови из 

сонной артерии).

Отобранную кровь выдерживают 1 ч в термостате при 

37°С, отбирают сыворотку, добавляют в нее хлороформ (по 

5 мл на 1 л сыворотки) и выдерживают не менее 2 мес. при 

2–10°С для стабилизации белков и снижения титра гетеро-

логичных антител.

Перед смешиванием одноименных сывороток, получен-

ных от различных кроликов (сведением их в серию), готовят 

их микросмеси, т.е. смешивают малые объемы одноимен-

ных сывороток разных кровопусканий в соотношениях, соот-

ветствующих соотношениям объемов сывороток, подлежа-

щих сведению в серию. Контролируют специфическую ак-

тивность и специфичность микросмесей в РА на стекле. При 

положительных результатах контроля одноименные специ-

фичные сыворотки сводят в серию (сливают их в стериль-

ную бутыль).

Следующей стадией технологического процесса, потре-

бовавшей отработки, явилась очистка полученных гиперим-

мунных сывороток от антител, гетерологичных группам, 

видам и серотипам шигелл, для идентификации которых 

предназначаются полученные сыворотки. Отработанная тех-

нология сводится к смешению полученных сывороток с ад-

сорбентами, приготовленными из суточных бульонных куль-

тур штаммов шигелл, гетерологичных идентифицируемым. 

Адсорбент может быть получен двумя способами – форма-

линизацией или прогреванием бульонной культуры, полу-

ченной следующим образом: культуру отобранного штамма 

пересевают со среды Дорсе на пробирки с бульоном и вы-

держивают засеянные пробирки 4–6 ч при 37°С, после чего 

1–2 мл маточной культуры переносят во флакон с бульоном 

и инкубируют на орбитальном шейкере 18–24 ч при 37°С и 

100–110 об./мин.

Для получения формалинизированного адсорбента в су-

точную бульонную культуру, выращенную во флаконе, вно-

сят формалин, выдерживают смесь сутки при 37°С, затем 

центрифугируют и полученный осадок суспендируют в рав-

ном объеме стерильного физиологического раствора; полу-

ченный адсорбент хранят до 6 мес. при 2–10°С. Для полу-

чения гретого адсорбента бульонную культуру, выращенную 

во флаконе, 2,5 ч автоклавируют (в режиме проточного 

пара) при 100°С, центрифугируют, осадок промывают физи-

ологическим раствором и вновь центрифугируют, после чего 

полученный осадок разводят в равном объеме физиологиче-

ского раствора; полученный адсорбент хранят до 3 мес. при 

2–10°С.

Смешение бульонной культуры с адсорбентом приводит 

к связыванию гетерологичных антител с клетками адсор-

бента, последующее центрифугирование в течение 30 мин 

при 3000 об./мин удаляет их из сыворотки. Затем в РА на 

стекле определяется полнота адсорбции гетерологичных 

антител и специфическая активность адсорбированных 

сывороток.

После удаления гетерологичных антител сыворотки пе-

редают на стадию стерилизующей фильтрации; из отфиль-

трованных сывороток отбирают пробу для контроля рН, 

специфической активности, стерильности и при положи-

тельных результатах контроля хранят до розлива в герме-

тично закрытых емкостях при 2–8°С.

При выпуске жидких сывороток их разливают в асепти-

ческих условиях по флаконам, флаконы герметично укупо-

ривают стерильными пробками и пластмассовыми навин-

чиваемыми крышками. При выпуске сухих сывороток после 

их розлива флаконы неплотно закрывают стерильными 

пробками для лиофильной сушки, кассеты с флаконами 

размещают в морозильной камере и выдерживают в ней не 

менее 24 ч при температуре -40…-80°С, после чего кассеты 

размещают в камере вакуум-сушильного аппарата и прово-

дят лиофилизацию в соответствии с графиком сушки. По 

окончании лиофилизации флаконы плотно укупоривают 

пробками и закрывают навинчиваемыми крышками.

Укупоренные флаконы передают на маркировку, упаковку 

в групповую тару (коробки с соответствующим комплектом 

набора), коробки упаковывают в транспортировочную тару, 

маркируют ее и передают на склад готовой продукции, где 

хранят до отправки потребителям при 2–8°С.

Конечный продукт – сыворотки в укупоренных и маркиро-

ванных флаконах, помещенные в маркированную групповую 

тару, проходят приемочный контроль, в процессе которого 

оценивается их соответствие требованиям ТУ по физиче-

ским свойствам, микробиологической чистоте, специфиче-

ской активности и специфичности; в лиофилизированных 

сыворотках оценивается также потеря в массе при высуши-

вании.

Сыворотки, приготовленные по изложенной технологии, 

успешно прошли технические и клинико-лабораторные ис-

пытания, по их результатам для вероятности 0,95 диагности-

ческая чувствительность набора составила не менее 99,2%, 

а диагностическая специфичность – не менее 97,54%. Набор 

зарегистрирован Росздравнадзором – Регистрационное 
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Видовая идентификация штаммов Mycobacterium leprae, выявленных на территории 
Российской Федерации, с использованием последовательности гена субъединицы 
16 рибосомальной РНК

Для образцов, содержащих смесь ДНК человека и Mycobacterium leprae, полученных от двух пациентов из Российской 

Федерации, определена последовательность гена 16S РНК и его промоторной области. Показано совпадение полученной 

последовательности с референсным штаммом, депонированным в Национальном центре биотехнологической информации 

(NCBI, США). Анализ проводили методом секвенирования по Сэнгеру с использованием в качестве матрицы смеси ДНК 

микроорганизмов и человека, выделенной из кожного биоптата пациентов. Предполагается, что сложности секвенирования 

полноразмерного гена rrs могут быть решены использованием видоспецифичной последовательности промотора данного 

гена для идентификации M. leprae.

Вербенко Д.А., Дерябин Д.Г., Соломка В.С., Карамова А.Э., Образцова О.А., Кубанов А.А. 

 Инфекционные болезни. 2022; 20(3): 67–70. DOI: 10.20953/1729-9225-2022-2-3-67-70 

Источник: https://www.phdynasty.ru
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