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Наиболее перспективные направления 
создания систем оценки токсичности 
объектов окружающей среды

Т оксины особо опасных патогенов и родственные по 
биологическому воздействию субстанции в общем 

виде нами описаны в предыдущем номере журнала. 
Здесь мы обратимся к некоторым другим методам оцен-
ки токсичности, комбинации которых могут быть исполь-
зованы для интегральной оценки токсичности воды, воз-
духа, почвы и пищевых продуктов. К таким методам следует отнести: определение токсичности проб на первичных и 
перевиваемых культурах клеток, оценку влияния токсинов на процесс дифференцировки промиелоидных клеточных 
линий, оценку иммунотропного действия проб, возможности комплексного применения методов биотестирования и 
биоиндикации, биолюминесцентный бактериальный тест, биолюминесцентную АТФ-метрию, биотестирование с 
использованием ракообразных, микроводорослей и высших растений.

В данном сообщении использован большой массив опубликованных материалов по детекции токсинов, имеющий-
ся в доступе, и сделаны выводы о наиболее рациональных направлениях исследований в данной области для созда-
ния систем выявления общей токсичности объектов окружающей среды.

Для определения токсичности проб на первичных и перевиваемых культурах клеток с целью предварительной 
оценки воздействия проб на живые организмы широкое распространение получили исследования, выполненные на 
культурах тканей. Эти модельные эксперименты имеют очевидные преимущества: относительная дешевизна по тру-
дозатратам и материалам в отличии от экспериментов на животных, возможность разработки экспресс-методов 
оценки воздействия исследуемых материалов на живые объекты, проведение скрининговых опытов, достижение ус-
ловий максимальной стандартизации экспериментов, расширение спектра исследований, так как позволяют на клет-
ках одного и того же животного выполнить эксперименты, сравнивая действие разных препаратов в разных концен-
трациях, что невозможно в экспериментах на животных. Данные, полученные in vitro, относительно упрощают и опти-
мизируют выбор условий для экспериментов на животных.

Как пример исследования оценки влияния токсинов на процесс дифференцировки промиелоидных клеточных 
линий приводим схему следующего эксперимента. Человеческие промиелоидные клетки THP-1 и U937 выращивают 
на питательной среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия), дополненной 2 мМ L-глутамина, бикарбонатом натрия и 10% 
фетальной сыворотки теленка (Gibco, США). Дифференцировку в макрофаги индуцируют добавлением форболмири-
стилацетата (ФМА). Клетки U937 в плотности 5·105 кл/мл вносят в лунки 96-луночного культурального планшета 
(Costar, США), добавляют «шахматным» титрованием различные дозы ФМА (от 0 до 10 нг/мл) и исследуемые пре-
параты в различных концетрациях, затем инкубируют 48 ч при 37°С и 5% СО2. Контролем служат лунки, в которые 
добавляют эквивалентные количества ФМА без исследуемых препаратов. По истечении срока инкубации количество 
прикрепленных клеток определяют в тесте МТТ.

Оценивая возможности комплексного применения методов биотестирования и биоиндикации, следует высказать 
несколько соображений.

Подходя к проблеме выявления токсинов с экологических позиций, следует определить термин «биоиндикация» 
как обнаружение и определение биологически значимых антропогенных нагрузок на основе реакций на них живых 
организмов и их сообществ, что в полной мере относится и ко всем видам антропогенного загрязнения.

Детекция содержания ксенобиотиков в почве, поверхностных водах, воздухе, пище не позволяет полностью оце-
нить уровень загрязнения окружающей среды, опасный для здоровья человека. Это связано с тем, что содержание 
того или иного ксенобиотика отличается от того количества, которое попадает в организм человека, из-за различной 
миграционной способности, биологической активности, усвояемости соединения и различия в формах его нахожде-
ния в организме и в разных средах.

Биологические системы, применение которых возможно для выявления вредных антропогенных веществ, весьма 
разнообразны. В настоящее время их подразделяют на шесть подгрупп в соответствии с основными биологическими 
дисциплинами: микроорганизмы, растения, простейшие организмы, клеточные и субклеточные элементы, различные 
гидробионты. 
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Преимущество живых индикаторов состоит в том, что они: суммируют все без исключения биологически важные 
данные об окружающей среде и отражают ее состояние в целом, ибо воздействие токсических веществ является 
толчком к разнообразным изменениям внутри экосистемы, компоненты которой тесно связаны между собой; во мно-
гих случаях делают необязательным применение дорогостоящих трудоемких физических и химических методов для 
измерения биологических параметров; постоянно присутствуют в окружающей человека среде и реагируют на кра-
тковременные и залповые выбросы токсикантов, которые может не зарегистрировать автоматизированная система 
контроля с периодическим отбором проб на анализы; отражают скорость происходящих в природной среде измене-
ний; указывают пути и места скопления различного рода загрязнений в экологических системах и возможные пути 
попадания этих агентов в пищу человека; позволяют судить о степени вредности тех или иных веществ для живой 
природы и человека; дают возможность контролировать действие многих синтезируемых человеком соединений; по-
могают нормировать допустимую нагрузку на экосистемы, различающиеся по своей устойчивости к антропогенному 
воздействию, так как одинаковый состав и объем загрязнений может привести к различным реакциям природных 
систем в разных географических зонах.

Индикаторами могут быть любые биологические объекты на всех уровнях организации (от субклеточного до эко-
системного), поэтому задачи биоиндикации во многом совпадают с задачами экотоксикологии.

Для оценки состояния окружающей среды целесообразно использовать метод комплексной биоиндикации. Он за-
ключается в комбинации фито- и зооиндикаторов на разных системных уровнях. Это позволяет оценить состояние 
экосистемы с точки зрения взаимодействия природных элементов экосистем и антропогенного воздействия, выявить 
степень устойчивости и реакцию экосистем на воздействие человека.

Использование физиологических индикационных признаков (биоиндикаторов) позволяет определить изменения в 
экосистемах на очень ранних стадиях, когда они еще не проявляются морфологическими и структурными изменени-
ями и их нельзя выявить другими методами. Это дает возможность предвидеть нарушения экосистем и вовремя при-
нимать меры.

Изучение состояния биоиндикаторов можно использовать как дополнительную информацию при оценке здоровья 
населения. Для этого целесообразно использовать именно физиологические индикационные признаки, так как суще-
ствует корреляция между физиологическими реакциями животных и человека.

В качестве биологических индикаторов могут быть как растения, так и животные. Ряд групп животных, особенно 
млекопитающих, очень близки к человеку по морфологическим показателям, и по реакциям таких животных можно 
обоснованно судить, каково будет состояние человека в таких же экологических условиях обитания.

Методами биотестирования выявляется токсичность, которая является интегральным показателем загрязнения 
природных сред. Как и все интегральные показатели, они имеют тот недостаток, что не раскрывают индивидуальные 
загрязняющие вещества, присутствующие в пробе. Однако это не мешает в дальнейшем дифференцировать токси-
ческие продукты в пробе, учитывая, что, например, для большинства биотоксинов такие методы хорошо разработаны.

В настоящее время разработано большое количество методов биотестирования, основанных на исследовании 
реакций на токсичное воздействие отдельных «индикаторных» тест-объектов – гидробионтов, таких как простейшие 
(инфузории, жгутиконосцы), кишечнополостные (гидры), черви (планарии, пиявки), моллюски (пластинчатожаберные, 
брюхоногие), ракообразные (дафнии, гаммарусы), рыбы, представители различных групп растений, а также микро-
организмы. Все методы биотестирования основаны на регистрации выживаемости, плодовитости, скорости роста или 
реакций, связанных с изменением клеточных функций (энергетические показатели, передача возбуждений, био- и 
хемилюминесценция, движение). Наиболее часто измеряются параметры трех типов реакций – реакций фотосинтеза, 
реакций био- и хемилюминесценции и поведенческие реакции. В последние годы часто для целей биотестирования 
применяются биохимические показатели, например активность ферментов.

Широко используются в качестве тест-организмов различные виды ветвистоусых рачков дафний (Daphnia magna, 
Daphnia longi spina, Ceriodaphnia dubia и др). Биотесты с использованием дафний основаны на оценке изменений 
определенного набора таких форм поведения, как кувыркание, скручивание, равномерное распределение в заданном 
объеме, или физиологического состояния (изменения дыхательных ритмов, сердцебиения, окраски тела, абортация 
зародышей и т.д.), двигательной активности (изменения частоты движения) либо выживаемости и плодовитости при 
помещении в тестируемую воду. Токсичность воды определяется по достоверному изменению по сравнению с контро-
лем одного-двух регистрируемых параметров. 

В настоящее время тесты с дафниями наиболее распространены, что обусловлено простотой культивирования этих 
рачков и сравнительной непродолжительностью тестирования. В странах Евросоюза принят стандарт на биотестиро-
вание сточных вод и определение токсичности отдельных химических веществ с помощью D. magna. По существу, 
это метод сводится к установлению LD50 в течение 48 и 24 ч (средняя смертельная доза компонента в миллиграммах 
действующего вещества, вызывающая гибель 50% подопытных животных) тестируемого вещества для данного вида 
дафний. 

Таким образом, к настоящему времени разработан довольно широкий круг биологических тестов, используемых 
для анализа токсичности вод и почв, хотя в методическом отношении наиболее разработаны анализы токсичности 
водных сред. 



7

Наиболее перспективные направления создания систем оценки токсичности объектов окружающей среды

The most promising directions of creating systems for assessing the toxicity of environmental objects

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

Учитывая необходимость разработки универсального теста определения общей токсичности сред, следует более 
внимательно отнестись к использованию и развитию метода под названием «Биолюминесцентный бактериальный 
тест».

Биолюминесценция – свечение живых организмов (светляков, фотобактерий, земляного червя Diplocardia, некото-
рых кишечнополостных) как следствие окисления субстрата (люциферина) под действием фермента (люциферазы). 
Превращения субстратов люциферазной реакции приводят к образованию промежуточного электронно-возбужден-
ного фермент-субстратного комплекса. 

Люциферины и люциферазы из разных организмов сильно различаются по структуре и химическому механизму 
образования возбужденного продукта. В светящихся бактериях фермент люцифераза катализирует окисление моле-
кулярным кислородом восстановленного флавина (FMNH2) и длинноцепочечного альдегида (RCHO) в окисленный 
флавин (FMN) и в соответствующую длинноцепочечную жирную кислоту (RCOOH):

NAD(P)H + H+ + FMN + оксидоредуктаза + NAD(P)+ + FNMH2 
FNMH2 + O2 + RCHO + люцифераза бактерий + FMN + RCOOH + H2O + hv (490 нм)

Реакция сопровождается интенсивной световой эмиссией в видимой сине-зеленой области с широкой полосой 
спектра с максимумом 490–495 нм. 

Интенсивность свечения зависит от изменений факторов внешней среды, таких как ее химический состав, темпе-
ратура, рН и других. Наличие в среде для фотобактерий разнообразных ксенобиотиков снижает уровень биолюми-
несценции пропорционально токсичности вещества. Наиболее эффективно ингибируют биолюминесценцию акцепто-
ры электронов и ингибиторы дегидрогеназ. Установлено наличие гидрофобного участка в составе люциферазы для 
связывания неполярных соединений, что играет существенную роль в мониторинге токсичности гидрофобных ксено-
биотиков. 

Используют различные детекторы и методы регистрации свечения, например спектрофотометры и флуориметры 
с выключенными источниками света. Нашли применение также сцинтилляционные счетчики и спектрометры, уста-
новки типа «остановленная струя». Наиболее чувствительными и удобными для регистрации биолюминесценции яв-
ляются фотоэлектронные умножители, когда фотон, попадая на катод фотоэлектронного умножителя, выбивает из 
него электрон. Возникающий фототок пропорционален количеству фотонов, испускаемых в единицу времени. 
Фотоэлектронные умножители могут также работать в режиме счетчика квантов. Для измерения достаточно низких 
уровней интенсивности люминесценции фотоэлектронный умножитель должен иметь хорошую спектральную чув-
ствительность в видимой и близкой ультрафиолетовой области, где в основном излучают люминесцентные системы 
бактерий, а также высокое соотношение сигнал-шум. Выпускаемые в настоящее время разнообразные установки для 
регистрации биолюминесценции (биолюминометры) имеют общую блок-схему, однако различаются системами ввода 
образца, регистрации и обработки получаемых сигналов.

Описанный биолюминесцентный метод оценки токсичности удовлетворяет основным требованиям, предъявляе-
мым к биотестам, и, кроме того, дает количественную меру токсичности и превосходит известные биотесты по бы-
стродействию, точности и чувствительности. Метод характеризуется также безвредностью, простотой в использова-
нии, доступностью и экономичностью. 

В бактериальных биолюминесцентных анализах можно использовать как интактные люминесцентные бактерии 
(in vivo), так и выделенные из них ферментные системы (in vitro). Неспецифическая чувствительность, выявляемая 
взаимосвязью между тушением биолюминесценции и концентрацией различных ксенобиотиков, дает возможность 
проводить первичную оценку их интегральной токсичности. Фирмой Microbics Operations Beckman Instruments, Inc. был 
разработан тест-реагент на основе лиофильно высушенных морских люминесцентных бактерий Photobacterium 
phosphoreum (в настоящее время Vibrio fischeri), получивший торговую марку Microtox и сертифицированный в бы-
строй токсикологии в ряде стран под другими торговыми марками. В России разработаны биосенсоры, получившие 
фирменный знак «Эколюм». Биотестами «Эколюм» являются как морские светящиеся бактерии, так и сконструиро-
ванные генно-инженерные штаммы. Аналитическая система обладает большими преимуществами перед другими 
сенсорами на основе люминесцентных бактерий, позволяя проводить анализ и при более высоких температурах. 

Таким образом, наиболее перспективным направлением в анализе объектов окружающей среды на наличие ток-
сичных для человека веществ является разработка и широкое внедрение комплекса методов оценки интегральной 
токсичности на основе трех основных подходов: использование клеточных культур, использование тест-организмов 
как биологических индикаторов и применение метода биолюменесценции с тест-бактериями, полученными генно-ин-
женерными методами для тестирования различных групп веществ.

Главный редактор журнала «Бактериология»,
директор «Государственного научного центра прикладной микробиологии и биотехнологии», 

академик РАН, доктор медицинских наук, профессор И.А.Дятлов
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Влияние температуры на переход 
Vibrio cholerae O1 El Tor из биопленки 
в некультивируемое состояние
Е.А.Меньшикова, С.В.Титова, С.О.Водопьянов, М.Г.Мелоян, Н.А.Селянская, В.Д.Кругликов 

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

В настоящее время имеются многочисленные сведения о переходе в некультивируемое состояние Vibrio cholerae, 
находящихся в планктонной форме. 
Целью работы явилось изучение влияния одного из абиотических факторов (температуры культивирования) на переход 
V. cholerae O1 El Tor в некультивируемое состояние из биопленочной формы этих микроорганизмов в эксперименте.
Материалы и методы. В работе использовали штаммы, выделенные в разные годы из воды поверхностных водое-
мов: V. cholerae O1 El Tor ctxA+tсpA+ и ctxA-tсpA-. Способность холерных вибрионов формировать биопленку изучали, 
используя в качестве биотического субстрата хитин широкопалого речного рака Astacus astacus. 
Результаты. Для изучения возможно персистенции холерных вибрионов в поверхностных водоемах в случае заноса 
с эндемичных территорий опытные и контрольные пробы культивировали при температуре, соответствующей услови-
ям окружающей среды в летний и осенне-зимний периоды в г. Ростове-на-Дону (25 ± 1°С и 6 ± 1°С). Экспериментально 
показано, что, независимо от гена ctx, холерные вибрионы в состоянии зрелой биопленки в условиях, моделирующих 
среднюю температуру в зимний период, способны переходить в некультивируемые формы и сохранять жизнеспособ-
ность в течение длительного времени, в то время как в контрольных пробах (планктонная форма) жизнеспособных 
микроорганизмов не обнаружено.
Ключевые слова: холерные вибрионы, биопленка, планктон, некультивируемые формы, температура

Для цитирования: Меньшикова Е.А., Титова С.В., Водопьянов С.О., Мелоян М.Г., Селянская Н.А., Кругликов В.Д. Влияние температуры на 
переход Vibrio cholerae O1 El Tor из биопленки в некультивируемое состояние. Бактериология. 2024; 9(2): 8–13. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-
2-8-13

Influence of temperature on the transition of Vibrio cholerae 
O1 El Tor from biofilm to the unculturable state 

E.A.Menshikova, S.V.Titova, S.O.Vodopyanov, M.G.Meloyan, N.A.Selyanskaya, V.D.Kruglikov 

Rostov-on-Don Antiplague Scientific Researsh Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation

Currently, there is numerous information about the transition of Vibrio cholerae, which are in planktonic form, to an uncultivated 
state. 
The purpose of the work was to study the influence of one of the abiotic factors (cultivation temperature) on the transition of 
V. cholerae O1 El Tor to the uncultivable state from the biofilm form of these microorganisms in an experiment.
Materials and methods. The work used strains isolated in different years from the water of surface reservoirs: V. cholerae O1 
El Tor ctxA+tсpA+ and ctxA-tсpA-. The ability of V. cholerae to form a biofilm was studied using chitin from the broad-toed crayfish 
Astacus astacus as a biotic substrate.
Results. To study the possible persistence of cholera vibrions in surface reservoirs in case of drift from endemic territories, 
experimental and control samples were cultured at a temperature corresponding to environmental conditions in summer and 
autumn-winter periods in Rostov-on-Don (25 ± 1°С and 6 ± 10°C). It has been experimentally shown that, regardless of the ctx 
gene, cholera vibrions in a mature biofilm state under conditions simulating average temperature in winter are able to transition 
into uncultivated forms and remain viable for a long time, while no viable microorganisms were found in control samples 
(planktonic form).
Key words: cholera vibrios, biofilm, plankton, uncultivable forms, temperature.
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Х олерные вибрионы обладают высокой пластичностью 
генома и рядом приспособительных реакций, которые 

позволяют им адаптироваться и сохраняться в окружающей 
среде, переживать стрессовые факторы, такие как недоста-
ток питательных веществ, колебания солености воды и тем-
пературы, защищаться от хищных гетеротрофных протистов 
и бактериофагов [1–3]. Одна из стратегий выживания холер-
ных вибрионов – это формирование биопленки, что ассоци-
ируется с повышенной стрессоустойчивостью, расширением 
доступа к питательным веществам [4]. Самым распростра-
ненным в окружающей среде и наиболее экологически важ-
ным субстратом является хитин. Формирование биопленки 
холерными вибрионами на хитиновых субстратах ведет к 
появлению новых экологических ниш для сохранения и пере-
носа возбудителя в новые регионы с вероятностью возник-
новения новых очагов холеры [1, 5]. M.Sultana et al. (2018), 
исследуя поверхностные водоемы, пришли к выводу, что 
биопленки являются средством персистенции и неотъемле-
мой частью годового жизненного цикла Vibrio cholerae в 
водоемах Бангладеш. Проводя мониторинг поверхностных 
водоемов в течение года, было установлено, что в весенне-
летний период холерные вибрионы находятся в планктонной 
форме и это совпадает с ежегодными сезонными вспышка-
ми холеры в этом регионе. В межэпидемический период 
холерные вибрионы сохраняются в форме биопленки, при-
крепленные к планктону или другим субстратам, а также в 
некультивируемой форме (НФ) [6]. Феномен некультивируе-
мости приобрел широкую известность благодаря работам 
R.R.Colwell et al. (1981), когда в пробах воды из Чесапикского 
залива и эстуариев были обнаружены не выявлявшиеся бак-
териологически V. cholerae. Позже, при обнаружении их на 
поверхности ракообразных и водорослей в планктоне и бен-
тосе, присоединенными к кладке яиц хирономид, а также 
взвешенными в бактериопланктоне, было высказано мне-
ние о значимости этой формы холерных вибрионов в выжи-
вании возбудителя холеры в окружающей среде [7]. Ряд 
авторов после многочисленных экспериментов по диффе-
ренциации вегетативных клеток микроорганизмов и НФ 
установили, что в отличие от клеток, испытывающих необхо-
димость в каком-либо компоненте среды, в некультивируе-
мом состоянии клетки не растут на искусственных питатель-
ных средах, в электронном микроскопе НФ холерных вибри-
онов имеют меньшие размеры, округлую форму, утрачивают 
жгутик, но остаются метаболически активными [8–12].

Следует отметить, что НФ холерных вибрионов сохраняют 
вирулентность и способность к колонизации [10]. Существует 
множество условий, которые вызывают переход холерных 
вибрионов в НФ, однако имеются факторы, благодаря кото-
рым происходит полное восстановление функции роста, на-
пример, повышение температуры или увеличение количества 
питательных веществ в среде обитания [13]. Вместе с тем 
остается актуальным вопрос о переходе холерных вибрионов 
из биопленки, сформированной на «природном» хитине, в 
некультивируемое состояние, поскольку все сведения о НФ в 
основном касаются исключительно планктонной формы.

Целью работы явилось изучение в эксперименте влия-
ния температуры культивирования на переход V. cholerae O1 
El Tor в некультивируемое состояние из биопленочной 
формы.

Материалы и методы 

В работе использовали штаммы, выделенные в разные 
годы из воды поверхностных водоемов г. Ростова-на-Дону: 
V.  cholerae O1 El Tor ctxA+tсpA+ Р-19613 (река Темерник, 
2014 г.) и V. cholerae O1 El Tor ctxA-tсpA- Р-20000 (река Дон, 
2016 г.).

Способность холерных вибрионов формировать биоплен-
ку изучали запатентованным способом, используя в каче-
стве биотического субстрата хитин широкопалого речного 
рака Astacus astacus [14]. Фрагменты хитинового панциря 
речного рака помещали во флаконы с 30,0 мл речной воды 
и автоклавировали при 132°С 30 мин. Исследуемые штаммы 
добавляли в среду культивирования до конечной концентра-
ции 104 м.к./мл. В качестве контролей служили эти же штам-
мы в тех же условиях, но без биотического субстрата в среде 
культивирования. 

Мониторинг данных температуры поверхностных водое-
мах г. Ростова-на-Дону за 5 лет (2018–2022 гг.) проводили, 
используя информацию с сайта https://pogoda1.ru/water/reka-
don 2022. Анализ динамики температуры в поверхностных 
водоемах г. Ростова-на-Дону за 5 лет (2018–2022 гг.) пока-
зал, что значение среднемесячной температуры в зимний 
период составляет 6,4 ± 0,39°С, в летний – 25,6 ± 0,35°С [15].

Для изучения возможной персистенции холерных вибрио-
нов в поверхностных водоемах в случае заноса с эндемич-
ных территорий опытные и контрольные пробы культивиро-
вали при температуре, соответствующей условиям окружа-
ющей среды в летний и осенне-зимний периоды в г. Ростове-
на-Дону (25 ± 1°С и 6 ± 1°С). 

Детекцию и количественный учет жизнеспособных холер-
ных вибрионов, находящихся в биопленке, планктоне и НФ, 
проводили методом полимеразной цепной реакции в реаль-
ном времени (ПЦР-РВ) [16]. Полученные значения заносили 
в электронные таблицы Microsoft Office Excel 2016, исполь-
зуя десятичный логарифм.

Рис. 1. Концентрация клеток штаммов V. cholerae О1 в планктон-
ной форме и биопленке (25 ± 1°С): ■  – биопленка V.  cholerae 
19613, ■  – биопленка V. cholerae 20000, ■  – контроль V. cholerae 
19613, ■ – контроль V. cholerae 20000. По оси ординат – концен-
трация клеток в lg (м.к./мл).
Fig. 1. Cell concentration of V.  cholerae O1 strains in planktonic 
form and biofilm (25 ± 1°C): ■ – biofilm of V. cholerae 19613, ■ – 
biofilm of V.  cholerae 20000, ■  – control V.  cholerae 19613, ■  – 
control V. cholerae 20000. The ordinate is the cell concentration in 
lg (m.c./ml).
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Для визуализации биопленок и НФ холерных вибрионов 
использовали трансмиссионную электронную микроскопию 
(ТЭМ), выбирая оптимальное увеличение в зависимости от 
структуры объекта исследования. Препараты для ТЭМ гото-
вили в соответствии с патентом «Способ получения образ-
цов биопленок холерных вибрионов для исследования мето-
дом трансмиссионной электронной микроскопии» [17].

Параллельно результаты экспериментов подтверждали 
бактериологическим методом, отпечатывая фрагменты хи-
тинового панциря с биопленкой на поверхности питательной 
среды (агар Мартена, pH 7,6) [18, 19].

Эксперименты проводили в трех повторностях. 
Статистический анализ проводили с использованием про-
граммы Medstatistica. Полученные данные объединяли в ва-
риационные ряды на основании которых поводили расчет 
среднеарифметических величин (М). В качестве ошибки 
среднего представляли стандартное отклонение (σ). 
Статистическую значимость различий экспериментальных 
данных оценивали с помощью t-критерия Стьюдента (tCт), 
при уровне р ≤  0,05 достоверности считали значимой.

Результаты исследования и их обсуждение

Исследуемые пробы холерных вибрионов культивировали 
в условиях, моделирующих летнюю температуру воды 
(25 ± 1°С), в течение 30 суток. К 5-м суткам инкубации коли-
чество клеток холерных вибрионов в биопленке нетоксиген-
ного штамма и токсигенного составляло lg 6 и 7, т.е. пример-
но 3·106 и 6,6·107 м.к./мл, соответственно. На 10-е сутки 
концентрация холерных вибрионов увеличилась на 1-2 по-
рядка и составила lg 8 и 9 соответственно (108–109 м.к./мл), 
оставаясь на этом высоком уровне весь период наблюдения. 
В контрольных пробах к этому времени концентрация холер-
ных вибрионов, независимо от наличия гена ctxА, составляла 
lg 6 (1·106 м.к./мл) и не менялась в течение месяца (рис. 1).

На 30-е сутки инкубации количество клеток холерных ви-
брионов в биопленках и контрольных пробах достоверно 
различалось (tСт = 4,24, p = 0,008198) Концентрация в ПЦР-
РВ контрольных штаммов составляла lg 6 (106 м.к./мл), опыт-
ных – lg 8 (≥108 м.к./мл). Жизнеспособность холерных вибри-
онов в опытных и контрольных пробах подтверждали типич-
ным ростом культуры на пластинах агара Мартена.

Для изучения влияния температуры на холерные вибрио-
ны в «зрелой биопленке» и планктоне опытные и контроль-
ные пробы поместили в условия низких температур (6 ± 1°С), 
что соответствовало среднемесячной температуре поверх-
ностных водоемов г. Ростова-на-Дону в зимний период. В 
таких условиях исследуемые штаммы культивировали в те-
чение 70 суток [8, 18, 19]. По окончании периода наблюдения 
жизнеспособность штаммов холерных вибрионов определя-
ли бактериологическим методом, отпечатывая фрагменты 
хитинового панциря с биопленкой на агаре Мартена, а кон-
центрацию  – в ПЦР-РВ. На агаровой среде при высеве из 
контрольных и опытных проб колоний холерных вибрионов 
не обнаружено. По результатам исследований методом ПЦР 
установлено, что концентрация V.  cholerae опытных штам-
мов (биопленка) составляла 1·103 м.к./мл, в контрольных 
пробах (планктонная форма) холерных вибрионов не обна-
ружено.

После 70 суток культивирования при температуре 6 ± 1°С 
исследуемые пробы поместили в условия, моделирующие 
летний период (25 ± 1°С), и ежедневно высевали на агаро-
вые пластины в течение 5 суток.

На 3-й день инкубации в отпечатках фрагментов хитина 
на агаре Мартена, независимо от токсигенности штаммов, 
отмечали рост типичных по морфологии единичных колоний 
V. cholerae О1. При ежедневном высеве контрольных штам-
мов на агаровые пластины в течение 5 суток колоний вибри-
онов не обнаружено. Возможно, что холерные вибрионы в 
планктонной форме не способны переживать низкую темпе-
ратуру длительное время. Изучая переход холерных вибрио-
нов из НФ в вегетативную стадию, S.Buerger et al. (2012), 
S.Zhao et al. (2022) установили, что только малая часть по-
пуляции пробуждается «от спячки» и при благоприятных ус-
ловиях может расти на питательных средах, если же эколо-
гические факторы не соответствуют благоприятным услови-
ям для размножения клеток холерных вибрионов, то, по 
мнению авторов, погибает лишь небольшая доля популяции. 
Однако, если условия благоприятны, происходит переход 
клеток холерных вибрионов из некультивируемого состоя-
ния в вегетативную форму [20, 21].

Рис. 2. V. cholerae О1 19613, ув. ×20 000 (t = 25 ± 1°С). ТЭМ, кон-
трастирование тетраоксидом осмия (VIII) и цитратом свинца. А: 
1  – холерные вибрионы в планктонной форме (контроль). Б: 
биопленка V. cholerae 19613 на хитине, ув. ×10 000 (t = 25 ± 1°С); 
1 – хитин, 2 – матрикс, 3 – холерные вибрионы в составе био-
пленки.
Fig. 2. V. cholerae O1 19613, magnification ×20,000 (t = 25 ± 1°С). 
TEM, contrast with osmium tetroxide (VIII) and lead citrate. A: 1 – 
cholera vibrios in planktonic form (control). B: biofilm of V. cholerae 
19613 on chitin, magnification ×10,000 (t = 25 ± 1°С); 1 – chitin, 2 – 
matrix, 3 – vibrios cholerae as part of a biofilm.

Рис. 3. V. cholerae О1 № 20000, ув. ×10 000 (t = 25 ± 1°С). ТЭМ, 
контрастирование тетраоксидом осмия (VIII) и цитратом свинца. 
А: 1 – холерный вибрион в планктонной форме (контроль). Б: 
биопленка V. cholerae 20000 на хитине, ув. ×10 000 (t = 25 ± 1°С). 
1 – хитин, 2 – матрикс, 3 – холерные вибрионы в составе био-
пленки.
Fig. 3. V. cholerae O1 No 20000, magnification ×10,000 (t = 25 ± 1°С). 
TEM, contrast with osmium (VIII) tetroxide and lead citrate. A: 1 – 
V.  cholerae in planktonic form (control). B: biofilm of V.  cholerae 
20000 on chitin, magnification ×10,000 (t = 25 ± 1°С). 1 – chitin, 2 – 
matrix, 3 – cholera vibrios as part of a biofilm.
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Для визуализации процессов, происходящих с ctxA+tсpA+ 
и ctxA-tсpA- холерными вибрионами в биопленке на хитино-
вом субстрате и в планктоне при воздействии на них раз-
личных температур, применили ТЭМ. 

На микрофотографиях V. cholerae О1 19613 и V. cholerae 
О1 20000 видны изменения в биопленках обоих штаммов 
после инкубации при температуре воды в летний (25 ± 1°С) 
и в зимний период (6 ± 1°С). 

На микрофотографиях (рис. 2А, 3А) в планктонной форме 
клетки токсигенного и нетоксигенного штаммов холерных 
вибрионов имеют вид изогнутых палочек с длинным жгути-
ком, расположенным на одном конце тела клетки, и не от-

личаются друг от друга. При переходе клеток в биопленоч-
ную форму клетка теряет жгутик, и выстраивает биопленку 
благодаря выработке экзополисахарида, который создает 
межклеточный матрикс (рис. 2Б, 3Б). Образование биоплен-
ки на хитиновом субстрате у штаммов V.  cholerae О1 
ctxA+tсpA+ и ctxA-tсpA- имеет отличия в виде структурных 
особенностей в толщине и плотности матрикса (рис. 2Б, 3Б).

На микрофотографиях, представленных на рис. 4 (А, Б), 
видны изменения в структуре биопленок при температуре 
культивирования 6 ± 1°С, которая способствует переходу в 
некультивируемое состояние клеток, находящихся в био-
пленке, при этом высота межклеточного матрикса уменьша-
ется, уже не видно мембраны, отделяющей межклеточный 
матрикс от среды культивирования, не просматриваются 
складчатые структуры внутри матрикса. Биопленки обоих 
штаммов имеют истонченный вид. 

На рис. 4 видно, что часть клеток разрушена, на фотогра-
фиях визуализируются только их оболочки бледно-серого 
размытого цвета.

На микрофотографиях, представленных на рис. 5 (А, Б), 
видна истонченная биопленка обоих исследуемых штаммов, 
состоящая из мелких клеток сферической формы, утратив-
ших жгутик (некультивируемых клеток), и разрушенных 
клеток холерных вибрионов, содержимое которых выделяет-
ся в среду культивирования. 

Заключение

Таким образом, экспериментально показано, что, неза-
висимо от наличия гена ctx, холерные вибрионы в состоянии 
зрелой биопленки в условиях, моделирующих среднюю тем-
пературу воды поверхностных водоемов г. Ростова-на-Дону 
в зимний период, способны переходить в НФ и сохраняться 
жизнеспособными в течение длительного времени (70 суток). 
В результате электронно-микроскопического исследования 
получены микрофотографии, на которых видны изменения в 
структуре биопленок, при различных температурах культи-
вирования. Возможность перехода клеток в некультивируе-
мое состояние обеспечивает холерным вибрионам низкий 
уровень гибели популяции в межэпидемический период и 
позволяет бактериям восстановиться при благоприятных 
условиях окружающей среды. Полученные нами данные 
свидетельствуют о необходимости дальнейшего изучения 
экологии холерных вибрионов и механизмов выживания 
этих микроорганизмов во внешней среде. 
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Рис. 4. Фрагменты разрушенных биопленок, ув. ×10 000 (t = 6 ± 
1°С). ТЭМ, контрастирование тетраоксидом осмия (VIII) и цитра-
том свинца. А: фрагмент разрушенной биопленки V. cholerae О1 
20000, 1 – хитин, 2 – разрушенные клетки, 3 – фрагменты био-
пленки холерных вибрионов. Б: фрагмент разрушенной био-
пленки V. cholerae О1 19613, ув. ×10 000 (t = 6 ± 1°С), 1 – хитин, 
2  – фрагмент биопленки, 3  – разрушенные клетки холерных 
вибрионов.
Fig. 4. Fragments of destroyed biofilms, magnification ×10,000 
(t  =  6  ± 1°С). TEM, contrast with osmium tetroxide (VIII) and lead 
citrate. A: fragment of destroyed biofilm of V. cholerae O1 20000, 
1 – chitin, 2 – destroyed cells, 3 – fragments of V. cholerae biofilm. 
B: fragment of a destroyed biofilm of V.  cholerae O1 19613, 
magnification ×10,000 (t = 6 ± 1°С), 1 – chitin, 2 – biofilm fragment, 
3 – destroyed V. cholerae cells.

Рис. 5. Некультивируемые клетки V.  cholerae О1. Увеличение 
×50  000 (t = 6 ± 1°С). ТЭМ, контрастирование тетраоксидом 
осмия (VIII) и цитратом свинца. А: некультивируемая клетка 
V.  cholerae О1 19613. 1  – хитин, 2  – некультивируемая клетка 
холерного вибриона, 3 – разрушенная клетка холерного вибри-
она. Б: некультивируемые и разрушенные клетки V. cholerae О1 
20000, увеличение ×50 000 (t = 6 ± 1°С). 1 – хитин, 2 – оболочка 
разрушенной клетки холерного вибриона, 3  – некультивируе-
мая клетка холерного вибриона.
Fig. 5. Uncultured V.  cholerae O1 cells. Magnification ×50,000 
(t  =  6  ±  1°С). TEM, contrast with osmium (VIII) tetroxide and lead 
citrate. A: uncultivated cell of V. cholerae O1 19613. 1 – chitin, 2 – 
uncultivated cell of V. cholerae, 3 – destroyed cell of V. cholerae. B: 
uncultivated and destroyed V. cholerae O1 20000 cells, magnification 
×50,000 (t = 6 ± 1°C). 1 – chitin, 2 – shell of a destroyed V. cholerae 
cell, 3 – uncultivated V. cholerae cell.
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Н о в о с т и  н а у к и

Хронические ушные инфекции связаны с длительными нарушениями работы мозга 
и языка у детей

Новое исследование ученых из Университета Флориды показывает, что 
если ушные инфекции становятся хроническими, то повторяющаяся вре-
менная потеря слуха может привести к дефициту слухового восприятия и 
языкового развития у детей спустя годы.

Изучили слуховую обработку информации и языковое развитие 117 
детей в возрасте от 5 до 10 лет как с историей хронических ушных инфек-
ций в раннем детстве, так и без них.

В среднем дети, перенесшие несколько ушных инфекций в возрасте до 
трех лет, имели меньший словарный запас и труднее подбирали схожие по 
звучанию слова, чем дети с небольшим количеством ушных инфекций или 
вообще без них. Они также с трудом распознавали изменения в звуках, 
что свидетельствует о проблемах в центрах слуховой обработки информации в их мозге.

Раннее лечение ушных инфекций может помочь предотвратить скопление жидкости, которое препятствует развитию 
речи. Если ушные инфекции случаются часто и в ухе скапливается жидкость, трубки, временно установленные в барабанной 
перепонке, помогут отвести жидкость и восстановить слух, что приведет к снижению риска задержки развития центральных 
слуховых путей и уменьшению проблем с освоением языка.

Nittrouer S, Lowenstein JH.
Early otitis media puts children at risk for later auditory and language deficits.

Int J Pediatr Otorhinolaryngol. 2024 Jan;176:111801. DOI: 10.1016/j.ijporl.2023.111801
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Роль Lactobacillus crispatus 
в вагинальном микробном консорциуме 
В.В.Ташланова, Л.В.Катаева, А.А.Вакарина, Е.В.Охотникова, К.Б.Степанова, Т.Ф.Степанова

ФБУН «Тюменский НИИ краевой инфекционной патологии» Роспотребнадзора, Тюмень, 
Российская Федерация

Преобладание бактерий семейства Lactobacillaceae, в т.ч. Lactobacillus crispatus, в структуре микробного вагинального 
сообщества считается одним из важных показателей здорового урогенитального тракта. Состояние микробиоты влагали-
ща играет ключевую роль в поддержании физиологического статуса репродуктивного тракта, создании условий для зача-
тия и течения беременности, формировании кишечной микробиоты новорожденного и дальнейшего развития ребенка. 
Цель исследования  – оценить колонизационную резистентность бактерий L. crispatus на микробный консорциум 
отделяемого влагалища. 
Материалы и методы. Изучено 447 образцов влагалищного содержимого пациенток различных возрастных групп. 
Качественный и количественный состав консорциума бактерий влагалищного отделяемого на фоне доминирующих 
бактерий семейства Lactobacillaceae исследовали классическим бактериологическим методом. Идентификацию изо-
лятов проводили методом масс-спектрометрии MALDI-TOF MS. Статистический анализ данных, полученных при про-
ведении исследований, осуществляли в программном обеспечении SPSS Statistics v.22. 
Результаты. В структуре изолятов семейства Lactobacillaceae влагалищного отделяемого пациенток определено ста-
тистически значимое преобладание L.  crispatus при сравнении с частотой обнаружения L. gasseri и L. jensenii. 
Установлено, что количество L. crispatus к 57 годам у женщин снижается почти в 3 раза, на этом фоне возрастает 
частота обнаружения L. gasseri. Сравнительный анализ количества изолятов микробного сообщества выявил, что при 
обнаружении в микробиоме лактобацилл в целом достоверно реже идентифицировались бактерии родов Streptococcus, 
Staphylococcus и семейства Enterobacteriaceae, чем при их отсутствии. Количество бактерий Bifidobacterium spp. и 
грибов рода Candida достоверно выше при наличии во влагалищном консорциуме лактобацилл. Установлено стати-
стически значимое влияние L. crispatus на подавление роста бактерий рода Streptococcus – 13,7% (χ2 = 4,18; p = 0,04) 
и семейства Enterobacteriaceae – 9,9% (χ2 = 5,8; p = 0,016). Статистически значимого снижения частоты выявления 
бактерий рода Enterococcus как на фоне присутствия лактобацилл в целом, так и L. crispatus не выявлено.
Ключевые слова: Lactobacillaceae, Lactobacillus crispatus, репродуктивный тракт, влагалищное отделяемое, CST 
(community state type) – тип состояния сообщества влагалища
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Role of Lactobacillus crispatus 
in the vaginal microbial consortium

V.V.Tashlanova, L.V.Kataeva, A.A.Vakarina, E.V.Okhotnikova, K.B.Stepanova, T.F.Stepanova

Tyumen Research Institute of Regional Infectious Pathology, Tyumen, Russian Federation

The predominance of bacteria of the Lactobacillaceae family, including Lactobacillus crispatus, in the structure of the vaginal 
microbial community is considered one of the important indicators of a healthy urogenital tract. The state of the vaginal 
microbiota plays a key role in maintaining the physiological status of the reproductive tract, creating conditions for conception 
and pregnancy, the formation of the intestinal microbiota of the newborn and the further development of the child. 
The purpose of the study was to evaluate the colonization resistance of L. crispatus bacteria to the microbial consortium of 
vaginal discharge. 
Materials and methods. 447 samples of vaginal contents from patients of various age groups were studied. The qualitative 
and quantitative composition of the consortium of vaginal discharge bacteria against the background of the dominant bacteria 
of the Lactobacillaceae family was studied using the classical bacteriological method. Isolates were identified by MALDI-TOF 
MS. Statistical analysis of the data obtained during the research was carried out in SPSS Statistics v.22 software. 
Results. In the structure of isolates of the Lactobacillaceae family from the vaginal discharge of patients, a statistically 
significant predominance of L. crispatus was determined when compared with the frequency of detection of L. gasseri and L. 
jensenii. It has been established that the amount of L. crispatus in women by the age of 57 decreases almost threefold, against 
this background the frequency of detection of L. gasseri increases. A comparative analysis of the number of isolates of the 
microbial community revealed that when lactobacilli were detected in the microbiome as a whole, bacteria of the genera 
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Н ормальная микробиота репродуктивной системы жен-
щин – одно из главных условий сохранения здоровья 

будущего поколения. Вагинальный микробиом с преоблада-
нием бактерий семейства Lactobacillaceae считается одним 
из важных показателей состояния урогенитального тракта 
женщин [1–3]. В структуре бактериального консорциума сли-
зистой влагалищного отделяемого здоровых женщин лакто-
бактерии занимают 80–98% от общего состава [1, 4–7]. 
Семейство Lactobacillaceae принадлежит к типу Bacillota, 
классу Bacilli, отряду Lactobacillales [8, 9]. В 2020 г. на осно-
вании филогенетического анализа проведена реклассифи-
кация рода Lactobacillus, который был разделен на 25 отдель-
ных родов, к ним же добавлены 23 новых [9, 10].

Среди разнообразия бактерий семейства Lactobacillaceae, 
встречающихся во влагалищной среде, доминирующими 
видами являются: L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii, L. iners [2, 
6, 11], из нетипичных для этого локуса отмечены: L. equi, 
L. mucosae, L. murinis [12], L. coleohominis [13], L. kunkeei [14].

Благодаря возможности образовывать органические кис-
лоты (молочную, лимонную, уксусную, масляную и пропио-
новую), перекись водорода, производить белок лизоцим и 
бактериоцины биосурфактанты бактерии семейства 
Lactobacillaceae препятствуют росту патогенов, а также обе-
спечивают антибактериальную и противовирусную актив-
ность в занимаемой нише [1, 15, 16]. Уровень защиты от 
инфекций может варьировать в зависимости от конкретных 
видов и даже штаммов Lactobacillaceae. Вместе с тем име-
ются данные о том, что не все лактобактерии проявляют 
колонизационную активность в отношении патогенных ми-
кроорганизмов, населяющих влагалищный биотоп [17].

Впервые в 2011 г. J.Ravel предложил новую классифика-
цию для оценки состояния влагалищной микробиоты. Данная 
классификация включает 5 вагинотипов, или типов состоя-
ния сообщества влагалища (community state type/CST), бази-
рующихся на исследовании влагалищного микробиома ме-
тодом секвенирования 16S рРНК [18, 19]. В 2012 г. тип CST 
IV был расширен на два дополнительных подтипа микроб-
ных сообществ отделяемого влагалища  – A и B [20]. 
Вагинотипы CST I, II, III, V характеризуются преобладанием 
L. crispatus, L. gasseri, L. iners и L. jensenii соответственно [17, 
18, 21–24].

По своей природе L. crispatus принадлежат к гомофер-
ментативным молочнокислым бактериям, способным кор-
ректировать микробный консорциум за счет сокращения 
численности патогенных бактерий, связанных с вагинальны-
ми инфекциями [21, 25]. Вагинальный штамм L. crispatus 
способен посредством гликолиза образовывать пировино-
градную кислоту и лактат (аэробный тип гликолиза) [14, 21] 

в изоформах D и L [26]. Результаты изучения функции 
L. crispatus в микробном сообществе указывают на их роль 
маркера здоровой влагалищной среды, являющегося пока-
зателем благоприятного прогноза риска развития вагиналь-
ных инфекций [27]. 

Физиологичный бактериальный консорциум влагалища 
здоровых женщин репродуктивного возраста (согласно 
Всемирной организации здравоохранения, репродуктивный 
возраст определен до 49 лет) состоит из грамположитель-
ных и грамотрицательных микроорганизмов [28], количество 
их при различных состояниях женского организма может 
варьировать, в т.ч. на фоне преобладания лактобактерий. 
Несомненно, между бактериями, колонизирующими влага-
лищную нишу, существует взаимосвязь, и микробиом каж-
дой женщины отличается своей уникальностью. Задачи из-
учения совместного взаимовлияния микробного сообщества 
влагалищной среды и бактерий семейства Lactobacillaceae, 
в частности L. crispatus, решены не окончательно.

Таким образом, несмотря на значимость L. crispatus в под-
держании здоровой репродуктивной функции и влияние на 
сопутствующее микробное сообщество, данные об их роли в 
формировании колонизационной резистентности вагиналь-
ной микробиоты в отношении определенных бактериальных 
патогенов являются единичными и посвящены в основном 
оценке типа вагинального сообщества. В этой связи иссле-
дование функциональных способностей L. crispatus пред-
ставляет особый интерес в гинекологической практике.

Цель исследования: оценить влияние L. crispatus на ко-
лонизационную резистентность бактериального консорциу-
ма влагалища.

Материалы и методы

Проведено бактериологическое исследование влагалищ-
ного отделяемого 447 пациенток гинекологического кабине-
та поликлиники с жалобами на дискомфорт во влагалище 
(зуд, жжение), патологические выделения различного харак-
тера, проблемы с мочеиспусканием. Обратившиеся женщи-
ны в возрасте от 0 до 72 лет были разделены по возрастам: 
0–17 лет; 18–45 лет; 46–55 лет и 56–72 года. Мазок со сли-
зистой заднего свода влагалища отбирали одноразовым 
стерильным тампоном с транспортной средой, суспендиро-
вали и титровали в серийных разведениях стерильного фи-
зиологического раствора. Посев осуществляли классиче-
ским бактериологическим методом на питательные среды 
коммерческого производства (элективные, дифференциаль-
но-диагностические): лактобакагар (при инкубации посев 
биоматериала при 37°С в атмосфере 5% CO2 в течение 

Streptococcus, Staphylococcus and the Enterobacteriaceae family were identified significantly less often than in their absence. 
The number of Bifidobacterium spp. and Candida fungi is significantly higher in the presence of lactobacilli in the vaginal 
consortium. A statistically significant effect of L. crispatus on suppressing the growth of bacteria of the genus Streptococcus 
13.7% (χ2 = 4.18; p = 0.04) and the family Enterobacteriaceae 9.9% (χ2 = 5.8; p = 0.016) was established. There was no 
statistically significant decrease in the frequency of detection of bacteria of the genus Enterococcus, either against the 
background of the presence of lactobacilli in general or L. crispatus.
Key words: Lactobacillaceae, Lactobacillus crispatus, urogenital tract, reproductive tract, vaginal contents, CST (community 
state type) – type of state of the vaginal community

For citation: Tashlanova V.V., Kataeva L.V., Vakarina A.A., Okhotnikova E.V., Stepanova K.B., Stepanova T.F. Role of Lactobacillus crispatus in the 
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24–48 ч), агар Эндо-ГРМ, желточно-солевой агар, среда тио-
гликолевая, среда Блаурокка, агар Сабуро в аэробных усло-
виях инкубирования при 37°С в течение 24–48 ч. 
Идентификация изолятов выполнялась методом масс-
спектрометрии MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics). 
Достоверной считалась идентификация с показателем Score 
>2,000.

Статистический анализ данных, полученных при проведе-
нии исследований, осуществляли в программном обеспече-
нии SPSS Statistics v.22. При оценке непараметрических ве-
личин в зависимости от количества изолятов рассчитывали 
критерий χ2 Пирсона и Фишера (различия считались досто-
верно значимыми при p < 0,05). Номинальные данные опи-
сывались с указанием абсолютных значений и процентных 
долей с указанием 95%-х доверительных интервалов (ДИ) – 
метод Клоппера–Пирсона.

Результаты исследования и их обсуждение

Структура выделенных изолятов (n = 1289) консорциума 
влагалищного содержимого всех обследованных пациенток 
представлена следующими микроорганизмами. На лакто-
бактерии пришлось 354 (27,5% [95% ДИ: 25,04–29,99]) изо-
лятов, на бактерии рода Bifidobacterium  – 282 (21,9% [95% 
ДИ: 19,65–24,24]). Количество бактерий семейства 
Enterobacteriaceae составило 93 (7,2% [95% ДИ: 5,86–8,77]) 
изолята. Среди грамположительных кокков к роду 
Staphylococcus отнесено 177 (13,7% [95% ДИ: 11,9–15,73]) 
изолятов, к Streptococcus spp.  – 116 (9,0% [95% ДИ: 7,49–
10,7]), Enterococcus spp. – 102 изолята (7,9% [95% ДИ: 6,5–
9,52]). Грибы рода Candida составили 107 (8,3% [95% ДИ: 
6,85–9,94]) изолятов. В группу прочих вошли 58 (4,5% [95% 
ДИ: 3,43–5,78]) изолятов, среди которых идентифицированы: 
Haemophilus spp., Corynebacterium spp., Saccharomyces spp., 
Actinomyces spp., Gardnerella vaginalis, Granulicatella ellegans, 
Bacillus cereus, Kluyveromyces marxianus, Acinetobacter lwoffii, 
Pediococcus acidilactia, Achromobacter spp. 

У пациенток активного репродуктивного возраста реги-
стрировался более разнообразный полимикробный ваги-
нальный микробиом (72,5% от общего количества изолятов, 
в т.ч. на лактобациллы пришлось 21,2%). Консорциум ми-
кробиоты пациенток в период постменопаузы отличался 
скудным видовым разнообразием, доля всех изолятов со-
ставила 19,63%, в т.ч. лактобацилл – 5,4%.

Бактерии семейства Lactobacillaceae были обнаружены и 
идентифицированы у 300 (67,1% [95% ДИ: 62,54–71,46]) па-
циенток в возрасте от 0 до 66 лет, средний возраст которых 
составил 35 лет (Q1-Q3: 28–44). В структуре бактерий се-
мейства Lactobacillaceae, выделенных из влагалищного от-
деляемого пациенток, превалируют L. crispatus, L. gasseri, 
L. jensenii (рис. 1). С учетом 95% ДИ L. crispatus и L. gasseri 
идентифицировались достоверно чаще. Вместе с тем опре-
делено статистически достоверно значимое превалирова-
ние L. crispatus по сравнению с частотой обнаружения 
L. gasseri и L. jensenii (L. crispatus и L. gasseri – χ2 = 27,742, 
p = 0,001; L. crispatus и L. jensenii – χ2 = 81,674, p = 0,001). 
Указанные различия регистрировались преимущественно за 
счет пациенток в возрасте 18–45 лет (L. crispatus и L. gasseri – 
χ2 = 29,740, p = 0,001; L. crispatus и L. jensenii – χ2 = 65,841, 

p = 0,001). Статистически значимое преобладание L. crispatus 
также отмечено в сравнении с L. jensenii у пациенток в воз-
растных группах 18–55 лет (χ2 = 12,974, p = 0,001).

Такие виды, как L. plantarum, L. delbrueckii, L. johnsonii и 
L.  vaginalis, обнаруживались менее чем в 3,0% случаев. В 
группе прочих видов идентифицировались L. amylovorus, 
Latilactobacillus fuchuensis, L. jakei, Liquorilactobacillus nagelii, 
L. acidophilus, L. garviacea, Ligilactobacillus murinus, L. oris, 
L. agilis, L. saerimneri. 

Изоляты L. crispatus обнаружены у 131 (43,7% [95% ДИ: 
37,97–49,48]) пациентки. В монокультуре L. crispatus, были 
идентифицированы у 107 обследованных, что составило 
81,7%, а в ассоциациях с другими представителями семей-

Рис. 1. Частота обнаружения идентифицированных видов семей-
ства Lactobacillaceae в отделяемом влагалища пациенток, %.
Fig. 1. Frequency of detection of identified species of the family 
Lactobacillaceae in the vaginal discharge of patients, %.

Рис. 2. Частота обнаружения L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii в 
отделяемом влагалища пациенток различных возрастных 
групп, %.
Fig. 2. Frequency of detection of L. crispatus, L. gasseri, L. jensenii 
in the vaginal discharge of patients of different age groups, %.
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ства Lactobacillaceae, состоящих из двух и более изолятов, – 
у 24 (18,3%). Чаще всего регистрировались ассоциации 
L. crispatus с Limosilactobacillus fermentum (ранее Lactobacillus 
fermentum), которые обнаружены в 37,5% случаев (у 9 паци-
енток).

Частота обнаружения доминирующих видов лактобацилл 
в отделяемом влагалища женщин различных возрастов 
представлена на рис. 2. В возрастной группе пациенток от 
18 до 45 лет количество выделенных L. crispatus было мак-
симальным. Установлено, что с возрастом у пациенток сни-
жается количество L. crispatus (к 57 годам уменьшается 
почти в 3 раза). На фоне снижения L. crispatus с увеличени-
ем возраста женщин увеличивается частота обнаружения 
L.  gasseri, что подтверждается линией тренда. Отмечены 
незначительные изменения количества L. jensenii у пациен-
ток в возрасте от 0 до 55 лет, в возрастной группе 57–66 лет 
лактобациллы этого вида не были обнаружены.

Анализ колонизационной резистентности бактерий се-
мейства Lactobacillaceae в отношении других идентифициро-
ванных микроорганизмов вагинального микробиома всех 
обследованных женщин представлен в табл. 1. 

Сравнительная характеристика количества изолятов бак-
териальных патогенов в вагинальном консорциуме при от-
сутствии и наличии лактобацилл выявила, что при обнару-
жении в микробиоме лактобацилл в целом достоверно реже 
идентифицировались бактерии родов Streptococcus – 21,0% 
(χ2 = 6,403; p = 0,011), Staphylococcus  – 35,7% (χ2 = 5,893; 

p = 0,015) и семейства Enterobacteriaceae – 17,0% (χ2 = 8,017; 
p = 0,005). Вместе с тем количество бактерий рода 
Bifidobacterium – 70,3% (χ2 = 133,24; p = 0,001) и грибов рода 
Candida – 28,3% (χ2 = 9,682; p = 0,002) достоверно выше при 
обнаружении во влагалищном консорциуме лактобацилл. 
Статистически значимого снижения частоты обнаружения 
бактерий рода Enterococcus при обнаружении лактобацилл 
не выявлено.

Анализ частоты обнаружения выявленных патогенов на 
фоне присутствия в микробном консорциуме только 
L. crispatus или L. gasseri в сравнении с наличием всех видов 
лактобацилл представлен в табл. 2.

Исследование колонизационной резистентности 
L. crispatus выявило достоверно значимое влияние их на по-
давление роста бактерий рода Streptococcus  – 13,7% 
(χ2  =  4,18; p = 0,04) и семейства Enterobacteriaceae  – 9,9% 
(χ2 = 5,8; p = 0,016) при сравнении с наличием в консорциуме 
других видов лактобацилл. Вместе с тем установлена тен-
денция снижения частоты обнаружения бактерий родов 
Bifidobacterium, Enterococcus, Staphylococcus и грибов рода 
Candida, но различия статистически не достоверны.

Анализ колонизационной резистентности бактерий 
L. gasseri в отношении указанных ассоциантов влагалищно-
го консорциума не выявил статистически значимого сниже-
ния частоты их обнаружения. При этом статистически до-
стоверно чаще обнаруживались бактерии родов Strepto- 
coccus  – 36,8% (χ2 = 13,172; p = 0,001), Staphylococcus  – 
50,0% (χ2 = 7,873; p = 0,005) и грибы рода Candida – 39,7% 
(χ2 = 5,601; p = 0,018). Оценить влияние изолятов L. jensenii 
на частоту обнаружения микроорганизмов, входящих в со-
став вагинального сообщества, не представилось возмож-
ным вследствие их незначительного количества (n = 30).

Поддержание женского здоровья, в т.ч. микробиоты ваги-
нального содержимого, начиная с рождения девочки и на 
протяжении жизни имеет большое значение. Вклад лактоба-
цилл в поддержание колонизационной резистентности вла-
галища и репродуктивного здоровья в настоящее время 
признается всеми исследователями и практикующими вра-
чами. Вместе с тем результаты научных работ, оцениваю-
щие состав микробиоты влагалища в динамике, противоре-
чивы и не позволяют проводить оценку «здорового» бакте-
риального состава.

Грамположительные кокки родов Staphylococcus и 
Streptococcus составляют незначительную часть консорциу-

Таблица 1. Характеристика колонизационной резистентности 
бактерий семейства Lactobacillaceae (% / абс. число изолятов)
Table 1. Characteristics of colonization resistance of bacteria of 
the Lactobacillaceae family (% / absolute number of isolates)

Микробиота /
Microbiota

Lactobacillaceae 
не обнаружены /

not detected 
(n = 147)

Lactobacillaceae  
обнаружены / 

detected 
(n = 300)

Bifidobacterium spp. 12,2* / 18 70,3* / 211

Enterococcus spp. 23,1 / 34 22,7 / 68

Streptococcus spp. 32,0* / 47 21,0* /63

Staphylococcus spp. 47,0* / 70 35,7* / 107

Семейство Enterobacteriaceae 28,6* / 42 17,0* / 51

Candida spp. 15,0* / 22 28,3* / 85

* различия статистически значимы (p < 0,05); n – количество пациенток.
* differences are statistically significant (p < 0.05); n – number of patients.

Таблица 2. Характеристика колонизационной резистентности L. crispatus и L. gasseri (% / абс. число изолятов)
Table 2. Characteristics of colonization resistance of L. crispatus and L. gasseri (% / absolute number of isolates)

Микробиота / 
Microbiota

Все виды лактобацилл кроме /
All lactobacilli species except  

L. crispatus (n = 169)

L. crispatus
(n = 131)

Все виды лактобацилл кроме /
All lactobacilli species except

L. gasseri (n = 232)

L. gasseri
(n = 68)

Bifidobacterium spp. 74,0 / 125 64,9 / 85 67,7 / 157 79,4 / 54

Enterococcus spp. 25,4 / 43 16,8 / 22 21,1 / 49 27,9 / 19

Streptococcus spp. 23,1* / 39 13,7* / 18 16,4* / 38 36,8* / 25

Staphylococcus spp. 36,7 / 62 29,8 / 39 31,5* / 73 50,0* / 34

Семейство Enterobacteriaceae 20,1* / 34 9,9* / 13 15,5 / 36 22,1 / 15

Candida spp. 31,4 / 53 24,4 / 32 25,0* / 58 39,7* / 27

* различия статистически значимы (p < 0,05), n – количество пациенток.
* differences are statistically significant (p < 0.05), n – number of patients.
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ма вагинальной микробиоты и относятся к комменсалам, но 
при угасании защитных функций организма возможен пере-
ход их в статус патогена. Результаты данного исследования 
структуры изолятов рода Staphylococcus выявили, что во 
всех возрастных группах преобладали S. epidermidis (46,2–
55,9%) и S. aureus (7,7–15,4%). Анализ колонизационной 
резистентности лактобацилл в целом свидетельствует о по-
давлении роста бактерий Staphylococcus spp., частота их 
обнаружения снижается в 1,3 раза, в сообществе с 
L. crispatus – в 1,6 раз. Группа бактерий рода Streptococcus 
была представлена преимущественно S. agalactiae, являю-
щегося главным неонатальным патогеном, и «зеленящими» 
группы viridans. Полученные результаты также указывают на 
то, что на фоне лактобацилл частота обнаружения бактерий 
рода Streptococcus снижается в 1,5 раза, L. crispatus  – в 
2,3 раза. 

В группе бактерий семейства Enterobacteriaceae, входя-
щих в вагинальное сообщество, в 65,6% случаев идентифи-
цировались Escherichia coli и Klebsiella spp. – 22,6%. Частота 
обнаружения этих бактерий в когортах, где обнаружены 
Lactobacillaceae и L. crispatus, снижена соответственно в 
1,7 и 2,9 раза.

Бактерии рода Enterococcus являются комменсалами же-
лудочно-кишечного тракта, но могут колонизировать слизи-
стую влагалища, конкурируя с другими представителями 
микробиоты, тем самым становясь патогеном. Во всей по-
пуляции обследованных женщин чаще всего идентифициро-
вались E. faecalis, что составило >90% относительно 
Enterococcus spp. Несмотря на то, что статистически значи-
мого влияния лактобацилл на подавление роста Enterococcus 
spp. не выявлено, частота обнаружения этих бактерий при 
наличии в консорциуме L. crispatus также снижается в 
1,4 раза.

Частота обнаружения Bifidobacterium spp. в вагинальном 
микробном консорциуме при наличии Lactobacillaceae в 
5,8 раза выше, чем при их отсутствии. Вероятнее всего, это 
можно объяснить биоценотическим взаимодействием этих 
бактерий.

Грибы рода Candida относятся к комменсалам микробио-
ты человека, в частности колонизирующими слизистую вла-
галища женщин, но при ослаблении иммунитета и при на-
личии благоприятных условий для размножения представля-
ют собой угрозу. Имеются данные о том, что продукция 
биосурфоктантов вагинальными штаммами L. crispatus при-
водит к уменьшению адгезивных свойств Candida spp. [19] и 
ингибирует рост и образование гиф C. albicans [2]. Результаты 
представленного исследования свидетельствуют о том, что 
из всех выделенных изолятов дрожжевых грибов C. albicans 
идентифицировались в 87,5% случаев, единичными были: 
C.  tropicalis, C. inconspicua, C. glabrata и C. lusitaniae. 
Показано, что частота обнаружения грибов рода Candida 
при наличии лактобацилл в микробном консорциуме влага-
лища возрастает в 1,9 раза по сравнению с когортой «лакто-
бациллы не обнаружены».

Таким образом, результаты исследования вагинального 
сообщества обследованных пациенток свидетельствуют о 
том, что в структуре семейства Lactobacillaceae превалиру-
ют L. crispatus, L. gasseri и L. jensenii. Статистически досто-
верные данные получены только о влиянии семейства 

Lactobacillaceae на подавление роста бактерий родов 
Staphylococcus, Streptococcus и семейства Enterobacteriaceae; 
при доминировании L. crispatus  – бактерий родов Strepto- 
coccus и семейства Enterobacteriaceae. В то же время гово-
рить о колонизационной резистентности L. crispatus в отно-
шении других представителей микробного вагинального со-
общества не представляется возможным. Полученные дан-
ные, указывающие на благоприятное влияние L. gasseri на 
персистенцию грибов рода Candida, должны обратить вни-
мание акушеров-гинекологов на рациональность назначе-
ния препаратов, содержащих лактобактерии в комплексном 
лечении кандидозной инфекции. В этой связи считаем акту-
альным продолжение исследований, направленных на изу-
чение антагонистической активности с учетом видовой ха-
рактеристики изолятов семейства Lactobacillaceae в отноше-
нии различных групп бактерий вагинального сообщества.

Информация о финансировании
Финансирование данной работы не проводилось.
Financial support
No financial support has been provided for this work.

Конфликт интересов 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest 
The authors declare that there is no conflict of interest.

Литература

1. �Chen X, Lu Y, Chen T, Li R. The female vaginal microbiome in health and bacterial 

vaginosis. Front Cell Infect Microbiol. 2021 Apr 7;11:631972. DOI: 10.3389/

fcimb.2021.631972

2. �Sun Z, Ge X, Qiu B, Xiang Z, Jiang C, Wu J, et al. Vulvovaginal candidiasis and 

vaginal microflora interaction: microflora changes and probiotic therapy. Frontiers 

in Cellular and Infection Microbiology. 2023 Feb; 13:1123026. DOI: 10.3389/

fcimb.2023.1123026

3. �Зорников ДЛ. Особенности видового состава вагинальной лактофлоры и 

возможности коррекции дисбиоза влагалища у женщин репродуктивного 

возраста. Автореф. дисс. … канд. мед. наук. Челябинск, 2017.

4. �Дадаева ДГ. Особенности микробиoценoза влагалища перед родами и в 

послеродовом периоде. Журнал акушерства и женских болезней. 

2019;68(4):35-45. DOI: 10.17816/JOWD68435

5. �Саидова ФИ, Рахматуллаева ММ. Лактобактерии и микробиоценоз влагали-

ща. Медико-биологические, клинические и социальные вопросы здоровья и 

патологии человека: материалы V Всероссийской научной конференции 

студентов и молодых ученых с международным участием. «Медико-

биологические, клинические и социальные вопросы здоровья и патологии 

человека». 2019, Иваново: ИГМА; 2019;621-626.

6. �Старикова ЕВ, Кошечкин СИ, Демкин ВВ. Профаговые последовательности в 

геномах вагинальных видов лактобактерий. Молекулярная генетика, микро-

биология и вирусология. 2020;38(2):82-89. DOI: 10.17116/molgen20203802182

7. �Skowron K, Wałecka-Zacharska E, Kapischke NW, Grudlewska K, Bernaciak Z, 

Gralewska A, et al. Effect of Lactobacillus spp. strains on the population of Listeria 

monocytogenes isolated from human vagina. Medical Research Journal. 

2021;6(1):8-15. DOI: 10.5603/MRJ.a2021.0001

8. �Zhang X, Mushajiang S, Luo B, Tian F, Ni Y, Yan W. The composition and 

concordance of Lactobacillus populations of infant gut and the corresponding 

breast-milk and maternal gut. Front Microbiol. 2020;11:597911. DOI: 10.3389/

fmicb.2020.597911



19

Роль Lactobacillus crispatus в вагинальном микробном консорциуме 

Role of Lactobacillus crispatus in the vaginal microbial consortium

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

9. �Schoch CL, Ciufo S, Domrachev M, Hotton CL, Kannan S, Khovanskaya R, et 

al. NCBI Taxonomy: a comprehensive update on curation, resources and tools. 

Database (Oxford). 2020 Jan 1;2020:baaa062. DOI: 10.1093/database/

baaa062

10. �Zheng J, Wittouck S, Salvetti E, Franz CMAP, Harris HMB, Mattarelli P, et al. A 

taxonomic note on the genus Lactobacillus: description of 23 novel genus, 

emended description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and union of 

Lactobacillaceae and Leuconostocaceae. Int J Syst Evol Microbiol. 2020 Apr 

15;70(4):2782-2858. DOI: 10.1099/ijsem.0.004107

11. �Пестрикова ТЮ, Котельникова АВ. Видовой состав вагинальной лактофлоры 

у женщин с заболеваниями влагалища и шейки матки. Женское здоровье и 

репродукция. 2021;2(49):16-25.

12. �Roachford OSE, Alleyne AT, Nelson KE. Insights into the vaginal microbiome in a 

diverse group of women of African, Asian and European ancestries. Peer J. 

2022;10:14449. DOI: 10.7717/peerj.14449

13. �Shabayek S, Abdellah AM, Salah M, Ramadan M, Fahmy N. Alterations of the 

vaginal microbiome in healthy pregnant women positive for group B Streptococcus 

colonization during the third trimester. BMC Microbiol. 2022 Dec 21;22(1):313. 

DOI: 10.1186/s12866-022-02730-8

14. �Годовалов АП, Карпунина ТИ. Функционально-метаболическая активность 

микроорганизмов рода Lactobacillus, изолированных из вагинального био-

топа. Сборник тезисов докладов. 2022;117-119. DOI: 10.34756/

GEOS.202217.38316

15. �Szczerbiec D, Piechocka J, Głowacki R, Torzewska A. Organic acids secreted by 

Lactobacillus spp. isolated from urine and their antimicrobial activity against 

uropathogenic Proteus mirabilis. Molecules. 2022 Aug 29;27(17):5557. DOI: 

10.3390/molecules27175557

16. �Tarracchini C, Argentini C, Alessandri G, Lugli GA, Mancabelli L, Fontana F, et al. 

The core genome evolution of Lactobacillus crispatus as a driving force for niche 

competition in the human vaginal tract. Microb Biotechnol. 2023 Jul 25;16(9):1774-

1789. DOI: 10.1111/1751-7915.14305

17. �Кузьмин ВН, Стома ИО, Адамян ЛВ. Микробиом в акушерстве и гинекологии: 

переоценка взглядов на микробное сообщество репродуктивной системы. 

Инфекционные болезни: новости, мнения, обучение. 2020;9(2):94-98. DOI: 

10.33029/2305-3496-2020-9-2-94-98

18. �Лебедева ОП, Грязнова МВ, Козаренко ОН, Сыромятников МЮ, Попов ВН. 

Микробиом влагалища при нарушениях менструального цикла (обзор). 

Научные результаты биомедицинских исследований. 2021;7(4):433-450. DOI: 

10.18413/2658-6533-2021-7-4-0-9

19. �Abou Chacra L, Fenollar F, Diop K. Bacterial vaginosis: what do we currently 

know? Front Cell Infect Microbiol. 2022 Jan 18;11:672429. DOI: 10.3389/

fcimb.2021.672429

20. �Holdcroft AM, Ireland DJ, Payne MS. The Vaginal microbiome in health and 

disease – what role do common intimate hygiene practices play? Microorganisms. 

2023 Jan 23;11(2):298. DOI: 10.3390/microorganisms11020298

21. �Argentini C, Fontana F, Alessandri G, Lugli GA, Mansabelli L, Ossirandi MC, et al. 

Evaluation of modulatory activities of Lactobacillus crispatus strains in the context 

of the vaginal microbiota. ASM Journals Microbiology Spectrum. 2022 Apr 

27;10(2):e0273321. DOI: 10.1128/spectrum.02733-21

22. �Роговская СИ, Бебнева ТН, Москвичёва ВС. Микробиота влагалища и церви-

кальные неоплазии. М., 2021.

23. �Faro S, Martens M. Why screen the vaginal microbiome? Obstet Gynecol Int J. 

2022;13(2):116-119. DOI:10.15406/ogij.2022.13.00635

24. �France MT, Ma B, Gajer P, Brown S, Humphrys MS, Holm JB, et al. VALENCIA: a 

nearest centroid classification method for vaginal microbial communities based 

on composition. Microbiome. 2020 Nov 23;8(1):166. DOI: 10.1186/s40168-020-

00934-6

25. �Mancabelli L, Mancino W, Lugli GA, Milani C, Viappiani A, Anzalone R, et al. 

Comparative genome analyses of Lactobacillus crispatus isolates from different 

ecological niches reveal an adaptation of this species to the human vaginal 

environment. ASM Journals Applied and Environmental Microbiology. 2021 Apr 

15;87(8):e 02899-20. DOI: 10.1128/AEM.02899-20

26. �Pendharkar S, Skafte-Holm A, Simsek G, Haahr T. Lactobacilli and their probiotic 

effects in the vagina of reproductive age women. Microorganisms. 2023 Mar 

1;11(3):636. DOI: 10.3390/microorganisms11030636

27. �Hertzberger R, May A, Kramer G, van Vondelen I, Molenaar D, Kort R. 

Genetic elements orchestrating Lactobacillus crispatus glycogen 

metabolism in the vagina. Int J Mol Sci. 2022 May 17;23(10):5590. DOI: 

10.3390/ijms23105590

28. �Спиридонова НВ, Каганова МА, Девятова ОО, Безрукова АА. Особенности 

микробиоты цервикального канала во втором триместре беременности при 

истмико-цервикальной недостаточности с клиникой вульвовагинита в зави-

симости от рH влагалищного содержимого. Доктор.Ру. 2021;20(6):12-19. DOI: 

10.31550/1727-2378-2021-20-6-12-19

References

1. �Chen X, Lu Y, Chen T, Li R. The female vaginal microbiome in health and bacterial 

vaginosis. Front Cell Infect Microbiol. 2021 Apr 7;11:631972. DOI: 10.3389/

fcimb.2021.631972

2. �Sun Z, Ge X, Qiu B, Xiang Z, Jiang C, Wu J, et al. Vulvovaginal candidiasis and 

vaginal microflora interaction: microflora changes and probiotic therapy. Frontiers 

in Cellular and Infection Microbiology. 2023 Feb; 13:1123026. DOI: 10.3389/

fcimb.2023.1123026

3. �Zornikov DL. Osobennosti vidovogo sostava vaginal'noi laktoflory i vozmozhnosti 

korrektsii disbioza vlagalishcha u zhenshchin reproduktivnogo vozrasta. Avtoref. 

diss. … kand. med. nauk. Chelyabinsk, 2017. (In Russian).

4. �Dadaeva DG. Vaginal microbiocenosis in the prenatal and postnatal periods. J of 

Obstetrics and Women’s Diseases. 2019;68(4):3545. DOI: 10.17816/JOWD68435 

(In Russian).

5. �Saidova FI, Rakhmatullaeva MM. Laktobakterii i mikrobiotsenoz vlagalishcha. 

Mediko-biologicheskie, klinicheskie i sotsial'nye voprosy zdorov'ya i patologii 

cheloveka: materialy V Vserossiiskoi nauchnoi konferentsii studentov i molodykh 

uchenykh s mezhdunarodnym uchastiem. «Mediko-biologicheskie, klinicheskie i 

sotsial'nye voprosy zdorov'ya i patologii cheloveka». 2019, Ivanovo: IGMA; 

2019;621-626. (In Russian).

6. �Starikova EV, Koshechkin SI, Demkin VV. Prophage sequences in genomes of 

vaginal lactobacteria. Molecular Genetics, Microbiology and Virology. 2020;38(2):82-

89. DOI: 10.17116/molgen20203802182 (In Russian).

7. �Skowron K, Wałecka-Zacharska E, Kapischke NW, Grudlewska K, Bernaciak Z, 

Gralewska A, et al. Effect of Lactobacillus spp. strains on the population of Listeria 

monocytogenes isolated from human vagina. Medical Research Journal. 

2021;6(1):8-15. DOI: 10.5603/MRJ.a2021.0001

8. �Zhang X, Mushajiang S, Luo B, Tian F, Ni Y, Yan W. The composition and 

concordance of Lactobacillus populations of infant gut and the corresponding 

breast-milk and maternal gut. Front Microbiol. 2020;11:597911. DOI: 10.3389/

fmicb.2020.597911

9. �Schoch CL, Ciufo S, Domrachev M, Hotton CL, Kannan S, Khovanskaya R, et al. 

NCBI Taxonomy: a comprehensive update on curation, resources and tools. 

Database (Oxford). 2020 Jan 1;2020:baaa062. DOI: 10.1093/database/baaa062

10. �Zheng J, Wittouck S, Salvetti E, Franz CMAP, Harris HMB, Mattarelli P, et al. A 

taxonomic note on the genus Lactobacillus: description of 23 novel genus, emended 

description of the genus Lactobacillus Beijerinck 1901, and union of Lactobacillaceae 

and Leuconostocaceae. Int J Syst Evol Microbiol. 2020 Apr 15;70(4):2782-2858. 

DOI: 10.1099/ijsem.0.004107

11. �Pestrikova TYu, Kotelnikova AV. Species composition of vaginal lactoflora in women 

with vaginal and cervical diseases. Zhenskoe zdorov'e i reproduktsiya. 

2021;2(49):16-25. (In Russian).



20

В.В.Ташланова и др. / Бактериология, 2024, т. 9, №2, с. 14–20

V.V.Tashlanova at al. / Bacteriology, 2024, volume 9, No 2, с. 14–20

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

12. �Roachford OSE, Alleyne AT, Nelson KE. Insights into the vaginal microbiome in a 

diverse group of women of African, Asian and European ancestries. Peer J. 

2022;10:14449. DOI: 10.7717/peerj.14449

13. �Shabayek S, Abdellah AM, Salah M, Ramadan M, Fahmy N. Alterations of the vaginal 

microbiome in healthy pregnant women positive for group B Streptococcus 

colonization during the third trimester. BMC Microbiol. 2022 Dec 21;22(1):313. DOI: 

10.1186/s12866-022-02730-8

14. �Godovalov AP, Karpunina TI. Funktsional'no-metabolicheskaya aktivnost' 

mikroorganizmov roda Lactobacillus, izolirovannykh iz vaginal'nogo biotopa. Sbornik 

tezisov dokladov. 2022;117-119. DOI: 10.34756/GEOS.2022.17.38316 (In Russian).

15. �Szczerbiec D, Piechocka J, Głowacki R, Torzewska A. Organic acids secreted by 

Lactobacillus spp. isolated from urine and their antimicrobial activity against 

uropathogenic Proteus mirabilis. Molecules. 2022 Aug 29;27(17):5557. DOI: 

10.3390/molecules27175557

16. �Tarracchini C, Argentini C, Alessandri G, Lugli GA, Mancabelli L, Fontana F, et al. The 

core genome evolution of Lactobacillus crispatus as a driving force for niche 

competition in the human vaginal tract. Microb Biotechnol. 2023 Jul 25;16(9):1774-

1789. DOI: 10.1111/1751-7915.14305

17. �Kuzmin VN, Stoma IO, Adamyan LV. Microbiome in obstetrics and gynecology: a 

reassessment of views on the microbial community of the reproductive system. 

Infectious Diseases: News, Opinions, Training. 2020;9(2):94-98. DOI: 

10.33029/2305-3496-2020-9-2-94-98 (In Russian).

18. �Lebedeva OP, Gryaznova MV, Kozarenko ON, Syromyatnikov MYu, Popov VN. 

Vaginal microbiome in patients with menstrual cycle disorders (review). Research 

Results in Biomedicine. 2021;7(4):433-450. DOI: 10.18413/2658-6533-2021-7-4-0-

9 (In Russian).

19. �Abou Chacra L, Fenollar F, Diop K. Bacterial vaginosis: what do we currently know? 

Front Cell Infect Microbiol. 2022 Jan 18;11:672429. DOI: 10.3389/fcimb.2021.672429

20. �Holdcroft AM, Ireland DJ, Payne MS. The Vaginal microbiome in health and disease-

what role do common intimate hygiene practices play? Microorganisms. 2023 Jan 

23;11(2):298. DOI: 10.3390/microorganisms11020298

21. �Argentini C, Fontana F, Alessandri G, Lugli GA, Mansabelli L, Ossirandi MC, et al. 

Evaluation of modulatory activities of Lactobacillus crispatus strains in the context 

of the vaginal microbiota. ASM Journals Microbiology Spectrum. 2022 Apr 

27;10(2):e0273321. DOI: 10.1128/spectrum.02733-21

22. �Rogovskaya SI, Bebneva TN, Moskvicheva VS. Mikrobiota vlagalishcha i tservikal'nye 

neoplazii. Moscow, 2021. (In Russian).

23. �Faro S, Martens M. Why screen the vaginal microbiome? Obstet Gynecol Int J. 

2022;13(2):116-119. DOI:10.15406/ogij.2022.13.00635

24. �France MT, Ma B, Gajer P, Brown S, Humphrys MS, Holm JB, et al. VALENCIA: a 

nearest centroid classification method for vaginal microbial communities based on 

composition. Microbiome. 2020 Nov 23;8(1):166. DOI: 10.1186/s40168-020-00934-6

25. �Mancabelli L, Mancino W, Lugli GA, Milani C, Viappiani A, Anzalone R, et al. 

Comparative genome analyses of Lactobacillus crispatus isolates from different 

ecological niches reveal an adaptation of this species to the human vaginal 

environment. ASM Journals Applied and Environmental Microbiology. 2021 Apr 

15;87(8):e 02899-20. DOI: 10.1128/AEM.02899-20

26. �Pendharkar S, Skafte-Holm A, Simsek G, Haahr T. Lactobacilli and their probiotic 

effects in the vagina of reproductive age women. Microorganisms. 2023 Mar 

1;11(3):636. DOI: 10.3390/microorganisms11030636

27. �Hertzberger R, May A, Kramer G, van Vondelen I, Molenaar D, Kort R. Genetic 

elements orchestrating Lactobacillus crispatus glycogen metabolism in the 

vagina. Int J Mol Sci. 2022 May 17;23(10):5590. DOI: 10.3390/ijms23105590

28. �Spiridonova NV, Kaganova MA, Devyatova OO, Bezrukova AA. Cervical Canal 

Microbiota Features in Second Trimester of Pregnancy in Insuficiencia 

Istmicocervical with Clinical Signs of Vulvovaginitis Depending on Vaginal 

Discharge рH. Doctor.Ru. 2021;20(6):12-19. DOI: 10.31550/1727-2378-2021-20-

6-12-19 (In Russian).

Информация о соавторах:

Ташланова Виктория Владимировна, биолог бактериологической 
лаборатории ФБУН «Тюменский НИИ краевой инфекционной патологии» 
Роспотребнадзора

Вакарина Арина Александровна, кандидат медицинских наук, старший 
научный сотрудник бактериологической лаборатории ФБУН «Тюменский 
НИИ краевой инфекционной патологии» Роспотребнадзора

Охотникова Елена Владимировна, акушер-гинеколог ФБУН «Тюменский 
НИИ краевой инфекционной патологии» Роспотребнадзора

Степанова Ксения Борисовна, кандидат медицинских наук, ведущий 
научный сотрудник, заведующая клиникой ФБУН «Тюменский НИИ краевой 
инфекционной патологии» Роспотребнадзора

Степанова Татьяна Федоровна, доктор медицинских наук, профессор, 
директор ФБУН «Тюменский НИИ краевой инфекционной патологии» 
Роспотребнадзора

Information about co-authors:

Victoria V. Tashlanova, biologist of the bacteriological laboratory, 
Tyumen Research Institute of Regional Infectious Pathology

Arina A. Vakarina, MD, PhD, senior researcher, bacteriological laboratory 
Tyumen Research Institute of Regional Infectious Pathology

Elena V. Okhotnikova, obstetrician-gynecologist, Tyumen Research Institute 
of Regional Infectious Pathology

Ksenia B. Stepanova, MD, PhD, leading researcher, head of clinic, 
Tyumen Research Institute of Regional Infectious Pathology

Tatyana F. Stepanova, MD, PhD, DSc, professor, director Tyumen Research 
Institute of Regional Infectious Pathology

Микробиота кишечника связана с поведением, вызывающим социальную тревогу

Результаты исследования показали, что микробиом играет решающую роль в 
реакциях социального страха и может быть потенциальной терапевтической 
мишенью для тяжелых тревожных расстройств (ТТР). У пациентов с ТТР наблю-
дались аналогичные изменения состава микробиоты с бета-разнообразием, что 
и у мышей-реципиентов. Количество Phocaeicola massiliensis, Bacteroides nordii и 
Bacteroides cellulosilyticus было ниже в группе с социально тревожным расстрой-
ством, чем в здоровой контрольной группе. Перенос микроорганизмов ТТР 
может усилить реакцию социального страха.

Ritz NL, Brocka M, Butler MI, Cowan CSM, Barrera-Bugueño C, Turkington CJR, et al.
Social anxiety disorder-associated gut microbiota increases social fear.
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Изучение гипервирулентных штаммов 
Klebsiella pneumoniae на биологической 
модели
А.А.Самойлова1, Л.А.Краева1,2, И.В.Лихачев1, Н.В.Михайлов1,3, Д.Д.Светлов1

1ФБУН «НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера», Санкт-Петербург, Российская Федерация;
2ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия им. С.М.Кирова» Минобороны России, Санкт-Петербург, 
Российская Федерация;
3ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр им. В.А.Алмазова» Минздрава России,  
Санкт-Петербург, Российская Федерация

Гипервирулентные штаммы Klebsiella pneumoniae (hvKp), в отличие от классических (cKp), способны вызывать инва-
зивные инфекции у здоровых взрослых людей. Опасность распространения hvKp, особенно в медицинских учрежде-
ниях, требует разработки методов дифференциации hvKp и cKp с помощью биомаркеров на модели животных in vivo. 
Цель работы – доказать вирулентность штаммов K. pneumoniae на биологической модели, оценить возможность про-
гнозирования вирулентности молекулярно-генетическими и фенотипическими методами.
Материалы и методы. Для оценки вирулентности штаммов K. pneumoniae использовали самок белых аутбредных 
мышей. Летальность, связанную с клебсиеллезной инфекцией, подтверждали выделением чистых культур из крови и 
паренхиматозных органов мышей. Значение LD50 рассчитывали по методу Кербера в модификации Ашмарина и 
Воробьёва. Патоморфологические изменения органов оценивали у животных на гистологических срезах. Все данные 
подвергали статистическому анализу. 
Результаты. По результатам эксперимента клинические штаммы K.  pneumoniae были разделены на три группы: 
гипервирулентные (LD50 ≤102 КОЕ/животное), вирулентные (LD50 от 103 до 105 КОЕ/животное) и авирулентные (LD50 
≥106 КОЕ/животное). Гипервирулентные штаммы принадлежали к капсульному типу К2, сиквенс-типам ST-86 и ST86-
1LV, ST395, ST65. По результатам статистического анализа достоверная связь между наличием гена и вирулентно-
стью штамма была выявлена для следующих капсульных типов и генов: K1 (p = 0,0134), K2 (p = 0,0084), K57 (p = 0,0050) 
и iucA (p = 0,0042), iroB (p = 0,0002). Достоверная связь между наличием фенотипического признака и вирулентностью 
штамма была выявлена для стринг-теста (p = 0,0044).
Заключение. Единичные признаки обладают меньшей чувствительностью и специфичностью, чем совокупность при-
знаков. Наибольшая чувствительность и специфичность была выявлена для совокупности признаков капсульных 
типов К1 и К2, типов последовательностей сидерофора иерсиниабактина ybt14, ybt16, типов последовательностей 
сидерофора колибактина clb3 и гена синтеза сидерофора сальмохелина iroB – 100 и 92,8% соответственно. 
Ключевые слова: гипервирулентность, Klebsiella pneumoniae, hvKp, cKp
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Evaluation of hypervirulent Klebsiella pneumoniae  
strains in a biological model

A.A.Samoilova1, L.A.Kraeva1,2, I.V.Likhachev1, N.V.Mikhailov1,3, D.D.Svetlov1

1Pasteur Saint Petersburg Scientific Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Saint Petersburg, 
Russian Federation;
2S.M.Kirov Military Medical Academy, Ministry of Defense, Saint Petersburg, Russian Federation;
3V.A.Almazov National Medical Research Centre, Ministry of Healthcare of the Russian Federation, Saint Petersburg, 
Russian Federation

Hypervirulent strains of Klebsiella pneumoniae are capable of causing invasive infections in healthy adults. To date, no 
biomarkers have been identified that can accurately differentiate hypervirulent strains from classical ones. In vivo experiments 
are needed for a more complete understanding of infectious processes.
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The purpose of the work is to study the virulence of K. pneumoniae strains using a biological model, to evaluate the possibility 
of predicting virulence using molecular genetic and phenotypic methods.
Materials and methods. White outbred mice were used to assess the virulence of K. pneumoniae strains. The LD50 value was 
calculated using the Kerber method modified by Ashmarin and Vorobiev. All data were subjected to statistical analysis.
Results. Clinical K. pneumoniae strains were divided into three groups: hypervirulent (LD50 ≤102 CFU/animal), virulent (LD50 
103 to 105 CFU/animal) and avirulent (LD50 ≥106 CFU/animal). Hypervirulent strains belonged to the capsule type K2, sequence 
types ST-86 and ST86-1LV, ST395, ST65. Significant relationship between the presence of the gene and the virulence of the 
strain was identified for the following capsular types K1 (p = 0.0134), K2 (p = 0.0084), K57 (p = 0.0050) and genes: iucA 
(p = 0.0042), iroB (p = 0.0002). 
Conclusions. String test had high reliability (p = 0.0044), but the sensitivity and specificity are relatively low (87.5% and 64.3%, 
respectively). The highest sensitivity and specificity were revealed for a set of features of capsular types K1 and K2, siderophore 
yersiniabactin sequence types ybt14, ybt16, colibactin siderophore clb3 sequence types and the siderophore salmochelin 
synthesis gene iroB – 100% and 92.8%, respectively.
Key words: hypervirulence, Klebsiella pneumoniae, hvKp, cKp
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Г ипервирулентные штаммы Klebsiella pneumoniae (hvKp) 
впервые были обнаружены в середине 1980-х  гг. на 

Тайване [1]. Этот новый вариант гипервирулентных изоля-
тов отличается от классических штаммов K.  pneumo- 
niae (cKp) способностью вызывать инвазивные инфекции 
даже у здоровых взрослых. Штаммы hvKp имеют тенден-
цию к образованию абсцессов печени и способны метаста-
зировать из первичного очага инфекции в отдаленные 
органы, включая чаще всего глаза, легкие и центральную 
нервную систему [2–4]. Помимо абсцессов печени, hvKp 
также вызывает бактериемию, пневмонию и инфекции мяг-
ких тканей [5].

Генетические детерминанты гипервирулентности часто 
обнаруживаются на больших плазмидах вирулентности, а 
также на хромосомных мобильных генетических элементах, 
которые можно использовать в качестве биомаркеров для 
отличия клинических изолятов hvKp от cKp [6–7]. В настоя-
щее время не существует единой категоризации, охватыва-
ющей все штаммы hvKp. Клинические проявления, капсуль-
ное типирование, сиквенс-типирование, гипермукоидный 
фенотип и наличие генов, ассоциированных с вирулентно-
стью, могут быть использованы для дифференциации штам-
мов hvKp и cKp [5, 8]. 

Гипервирулентность K. pneumoniae можно охарактеризо-
вать как способность бактерий вызывать инвазивные ин-
фекции (метастатическое распространение) как осложнение 
первичного очага инфекции у практически здоровых взрос-
лых [8]. Инфекции, вызванные гипервирулентной формой 
K. pneumoniae, часто диагностируются на основании клини-
ческой картины, поскольку не существует универсально со-
гласованного маркера гипервирулентности [2]. Большинство 
hvKp-штаммов фенотипически проявляет гипермукоидность, 
которая считается одним из основных маркеров hvKp-
штаммов. Гипермукоидный фенотип часто определяют при 
помощи стринг-теста – тест является положительным, если 
нить длиной >5 мм тянется за бактериологической петлей от 
колонии бактериальной культуры, выращенной на плотной 
питательной среде [9].

Понятия «гипермукоидный» и «гипервирулентный» часто 
используются в литературе как синонимы; однако не все 
гипервирулентные штаммы K. pneumoniae имеют гипермуко-
идный фенотип, и не все гипермукоидные изоляты приводят 
к инвазивному синдрому [8, 10].

Изначально штаммы hvKp были обнаружены в основном 
в Азии и лишь изредка были устойчивы к антимикробным 
препаратам (АМП). Однако недавние статьи указывают на 
их появление в новых географических регионах и распро-
странение множественной лекарственной устойчивости 
среди гипервирулентных штаммов [11]. Появление изолятов 
K. pneumoniae с комбинированными гипервирулентностью и 
устойчивостью к резервным АМП, таким как карбапенемы, 
представляет серьезную опасность. При объединении устой-
чивости к АМП и вирулентности hvKp-штаммы могут вызы-
вать инфекции, трудно поддающиеся лечению, у ранее здо-
ровых взрослых. В случае если штаммы hvKp распростра-
нятся в медицинских учреждениях, вызывая инфекции у лиц 
с ослабленным иммунитетом, можно ожидать еще более 
высокую заболеваемость и смертность [11].

Несколько исследований in vitro охарактеризовали пато-
генность штаммов K. pneumoniae и описали лежащие в их 
основе молекулярные механизмы и их стратегии уклонения 
от иммунитета [12]. Разработка инновационных моделей in 
vitro многообещающа, но сложность физиологии хозяина 
(иммунитет, микробиота и динамика физико-химических ус-
ловий) часто трудно воспроизвести в одной модели in vitro 
[13]. Эти данные часто необходимо дополнять эксперимента-
ми in vivo, чтобы лучше понять взаимодействие хозяина и 
патогена [14]. Хотя этические нормы, применяемые к моде-
лям in vivo, требуют строгого контроля и ограничения их ис-
пользования, они, тем не менее, необходимы для более 
полного понимания инфекционных процессов [14]. Наиболее 
часто используются модели млекопитающих из-за их надеж-
ности в имитации инфекций человека, связанных с 
K. pneumoniae [14]. 

Цель данной работы – изучить вирулентность штаммов 
K. pneumoniae на биологической модели и оценить возмож-
ность прогнозирования вирулентности доступными молеку-
лярно-генетическими и фенотипическими методами.

Материалы и методы

Эксперимент на животных одобрен биоэтической комис-
сией НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера, 
Санкт-Петербург, Россия. Все мыши содержались в стан-
дартных условиях в соответствии с Директивой 2010/63/ЕС 
Европейского парламента и Совета Европейского союза по 
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защите животных, используемых в научных целях, от 22 сен-
тября 2010 г. 

На первом этапе исследования беспородным самкам 
мышей (19–24 г) (n = 90) внутрибрюшинно вводили по 0,1 мл 
бактериальной суспензии в дозе 1·106. Указанной дозой за-
ражали трех мышей. Бактериальные суспензии готовили с 
использованием физиологического раствора из суточных 
культур. В работе исследовали 30 изолятов K. pneumoniae, 
отобранных по следующим параметрам: капсульный тип 
(К1, К2, К57, характерные для вирулентных штаммов), на-
личие положительного стринг-теста. Три изолята с индексом 
вирулентности 0 были выбраны в качестве контрольных. 

За животными наблюдали в течение 14 дней после зара-
жения. Смертность, связанную с K.  pneumoniae, подтверж-
дали выделением чистых культур K. pneumoniae из крови и 
паренхиматозных органов мышей (печень, селезенка, лег-
кие) и гистологическим исследованием пораженных орга-
нов. 

Для определения среднелетальной дозы (LD50) штаммов 
K.  pneumoniae для мышей отобрали изоляты, которые вы-
звали гибель животных в дозе 1·106 КОЕ/животное. На вто-
ром этапе исследования самкам мышей (n = 102) вводили по 
0,1 мл бактериальной суспензии в дозах 1·104 и 1·102 КОЕ/
животное. За животными наблюдали в течение 14 дней 
после заражения. LD50 рассчитывали по методу Кербера в 
модификации Ашмарина и Воробьёва [15].

Патоморфологические изменения печени и селезенки 
оценивали у животных контрольной и опытной групп на ги-
стологических срезах, окраска гематоксилин/эозин, увели-
чение ×40, ×90. Контрольная группа включала животных, 
зараженных авирулентным штаммом (n = 3), а опытная – ви-
рулентными (n = 3).

Статистический анализ производили с помощью про-
граммного пакета Microsoft Excel. Изучали связь между при-
знаками вирулентности, определенными молекулярно-гене-
тическими и фенотипическими методами, и вирулентностью 
штаммов, определенной методом биологической пробы на 
мышах. Cвязь между наличием признака и вирулентностью 
штамма оценивали двумя статистическими критериями – 
точным тестом Фишера и рангово-бисериальным коэффи-
циентом корреляции (с последующим вычислением крите-
рия Стьюдента) – и считали достоверной при полученном 
критическом уровне значимости p < 0,05. Для рангово-бисе-
риального коэффициента корреляции критический уровень 
значимости p < 0,05 при данном объеме выборки достигает-
ся в случае, если полученный критерий Cтьюдента t > 2,05. 
Для расчета критерия Фишера исследуемые штаммы по 
результатам биологической пробы на мышах были разделе-
ны на 2 группы – вирулентные (включая гипервирулентные) 
и авирулентные. Для расчета рангово-бисериального коэф-
фициента корреляции все штаммы были проранжированы в 
порядке возрастания вирулентности в соответствии с LD50 
(более вирулентному штамму присваивался более высокий 
ранг). Таким образом, значение рангово-бисериального ко-
эффициента корреляции зависело от степени вирулентно-
сти штамма.

С целью оценки возможности применения в качестве диа-
гностического теста для прогнозирования вирулентности 
наиболее статистически значимые признаки (согласно зна-

чению рангово-бисериального коэффициента) были скомби-
нированы в группы. Внутри каждой группы признаки виру-
лентности были ранжированы по убыванию значения крити-
ческого уровня значимости (признакам, имеющим большую 
статистическую значимость, присваивался более высокий 
ранг). Для каждого штамма вычисляли сумму рангов всех 
признаков, включенных в изучаемую комбинацию. Среднее 
арифметическое между минимальным значением суммы 
рангов всех признаков, выявленным у вирулентных штам-
мов, и максимальным значением суммы рангов всех призна-
ков, выявленным у авирулентных штаммов, было принято за 
дискриминатное (разделяющее штаммы на вирулентные и 
авирулентные). Если при расчете ранга выявлялись авиру-
лентные штаммы, имеющие ранг равный или больший, чем 
самый низкий из вирулентных, их не включали в расчет дис-
криминантного значения. Это позволяло получить дискрими-
нантное значение, обеспечивающее максимальную чувстви-
тельность теста. Специфичность теста при этом снижалась, 
но при выявлении вирулентных штаммов показатель чув-
ствительности является более важным.

Чувствительность рассчитывали как долю штаммов, 
классифицированных как вирулентные по результатам ис-
следования фенотипическими и/или молекулярно-генетиче-
скими методами, от штаммов, определенных как вирулент-
ные по результатам биологической пробы. Специфичность 
рассчитывали как долю штаммов, классифицированных как 
авирулентные по результатам исследования фенотипиче-
скими и/или молекулярно-генетическими методами, от 
штаммов, определенных как авирулентные по результатам 
биологической пробы.

Результаты исследования и их обсуждение

На первом этапе исследования мышей заражали дозой 
1·106 КОЕ/животное. Если животные не погибали в течение 
периода наблюдения, штаммы считали авирулентными. В 
случае гибели мышей штаммы K.  pneumoniae относили к 
категории вирулентных для мышей, и для них определяли 
LD50 на втором этапе эксперимента. 

Из крови и паренхиматозных органов всех погибших 
мышей была высеяна культура K. pneumoniae в концентра-
ции 106–107 КОЕ/мл. С целью дополнительного подтвержде-
ния причины летального исхода было выполнено патомор-
фологическое исследование. Для этого были изготовлены 
гистологические срезы из фрагментов печени и селезенки 
от животных контрольной и опытной групп.

У погибших животных на поверхности печени располага-
лись обильные скопления фибрина, инфильтрированного 
полиморфноядерными лейкоцитами, среди которых были 
расположены скопления микробной флоры (рис. 1 Б1, Б3), 
в субкапсулярных отделах перенхимы печени имелись 
крупные фокусы некроза со скудной перифокальной ин-
фильтрацией полиморфноядерными лейкоцитами (рис. 1 
Б3, Б4), а также очаговая лимфогистиоцитарная с приме-
сью полиморфноядерных гепатоцитов инфильтрация, рас-
положенная среди групп погибших гепатоцитов, и скопле-
ния незрелых миелоидных клеточных элементов в синусои-
дах (рис. 1 Б2). У животных из контрольной группы патоло-
гических наложений на поверхности капсулы печени не 
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было, имелись мелкие гистиоцитарные гранулемы в парен-
химе печени и распространенная белковая дистрофия гепа-
тоцитов (рис. 1 А1, А2).

Патологические изменения селезенки обнаруживались у 
животных из опытной группы в виде обильных фибриново-
лейкоцитарных наложений на поверхности капсулы селезен-
ки, выраженного полнокровия и миелоидной инфильтрации 
незрелыми миелоидными клеточными элементами красной 
пульпы, а также в виде неравномерного лимфоидного опу-
стошения с сохранением немногочисленных мелких лимфо-
идных фолликулов без герминативных центров (рис. 1 Б5). 
Нормальное строение селезенки у животных из контрольной 
группы было сохранено (рис. 1 А3).

Таким образом, у животных опытной группы было уста-
новлено наличие фибринозно-гнойного перигепатита, круп-
ноочаговых некрозов печени и очагового паренхиматозного 
гепатита, а также фибринозно-гнойного периспленита и ре-
активных изменений селезенки в виде миелоидной инфиль-
трации красной пульпы и лимфоидного опустошения. У жи-
вотных из группы контроля были установлены белковая 
дистрофия гепатоцитов и очаговый гранулематозный гепа-
тит. 

На втором этапе исследования животным вводили по 
0,1 мл бактериальной суспензии в дозах 1·104 и 1·102 КОЕ/
животное и наблюдали в течение 14 дней после заражения. 

Из крови и паренхиматозных органов всех погибших мышей 
была высеяна культура K.  pneumoniae, что подтверждает 
смерть животного от исследуемого штамма.

Результаты расчета значений LD50 и характеристика ис-
следованных в ходе эксперимента штаммов (капсульный тип 
и ST-тип, стринг-тест, диагноз и индекс вирулентности) 
представлены в таблице.

По результатам эксперимента клинические штаммы 
K. pneumoniae были разделены на 3 группы: гипервирулент-
ные (LD50 ≤102 КОЕ/животное), вирулентные (LD50 от 103 до 
105 КОЕ/животное) и авирулентные (LD50 ≥106 КОЕ/живот-
ное). 

Гипервирулентные штаммы (по результатам биопробы) 
K. pneumoniae (n = 6) принадлежали к капсульному типу К2, 
сиквенс-типам ST-86 и ST86-1LV, ST395, ST65 и были выде-

А1  Б1  

А2  Б2  

Б3  Б4  

А3  Б5  

  

Рис. 1. Патологические изменения печени и селезенки у живот-
ного из контрольной (А) и опытной (Б) групп. Окрашивание 
гематоксилином и эозином, длина масштабного отрезка А1, А2, 
А3, Б2, Б3, Б4, Б5 – 100 мкм, Б1 – 200 мкм.
Fig. 1. Pathological changes in the liver and spleen in an animal from 
the control (A) and experimental (B) groups. Staining with 
hematoxylin and eosin, length of scale segment A1, A2, A3, B2, B3, 
B4, B5 – 100 μm, B1 – 200 μm.

Таблица. Результаты определения значений LD50 и характери-
стика исследованных штаммов
Table. Results of determining LD50 values and characteristics of 
the studied strains

№ Штамм / 
Strain

К-тип / 
K-type

ST-тип / 
ST-type

Стринг-тест, мм / 
String test, mm

LD50

1 172 K1 ST23 15 0,22·103

2 64 K1 ST23 40 0,46·104

3 844 K1 ST23 40 0,22·105

4 894 K1 ST23 100 0,22·103

5 880 K1 ST23 20 1·103

6 184 К1 ST23 120 0,46·104

7 138 K2 ST380 50 -

8 1 К2 ST65 17 0,46·102

9 2399 K2 ST395 0 1·105

10 480 K2 ST86 0 1·101

11 933 K2 ST395 30 0,46·102

12 396 K2 ST395 10 1·101

13 847 K57 ST23 0 -

14 956 K57 ST23 0 -

15 958 K57 ST23 0 -

16 2943 K57 ST23 0 -

17 2946 K57 ST23 0 -

18 2947 K57 ST23 0 -

19 537 K2 ST86 10 0,46·104

20 67 K2 ST86-1LV 55 0,46·102

21 766 K2 ST86 15 1·103

22 830 K2 ST86 55 1·101

23 962 K24 ST20 50 -

24 60 K45 ST874 0 -

25 336 KL107 ST512 10 -

26 988 KL107 ST512 20 -

27 913 K2 ST395 50 1·105

28 778 K24 ST11 0 -

29 146 K2 ST395 20 -

30 506 K62 ST556 0 -

«-» – штамм в максимальной дозе не вызывал гибель животных.
 “-” – the strain at the maximum dose did not cause death in animals.
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лены от пациентов с некротической раной культи, панкреати-
том, флегмоной рубца (LD50 1·101 КОЕ/животное), а также 
флегмоной поясничной области, синовитом коленного суста-
ва (LD50 1·102 КОЕ/животное). У 100% гипервирулентных 

штаммов присутствовал ген аэробактина iuc1, гены регуля-
тора мукоидного фенотипа rmpA, rmpA2, wzyK2, peg-344. 
Гены синтеза сидерофоров иерсиниабактина и сальмохели-
на были характерны для 67 и 33% гипервирулентных штам-
мов соответственно. Один штамм показал отрицательный 
результат стринг-теста. 

Вирулентные штаммы (по результатам биопробы) 
K. pneumoniae (n = 10) принадлежали к капсульным типам K1 
и K2, сиквенс-типам ST23, ST86, ST395 и были выделены от 
пациентов со следующими диагнозами: флегмоны различ-
ной локализации, перитонит, ишемическая болезнь сердца, 
пневмония, сепсис, синовит правого коленного сустава. 
Один штамм показал отрицательный результат стринг-
теста.

Авирулентные штаммы (по результатам биопробы) 
K.  pneumoniae (n = 13) принадлежали к капсульным типам 
К2, K24, K45, К57, К62, KL107, сиквенс-типам ST20, ST23, 
ST512, ST874 и были выделены от пациентов со следующи-
ми диагнозами: сепсис, трофическая язва стопы, флегмона 
левой голени, гангрена левого легкого, атеросклероз.

Выживаемость мышей при внутрибрюшинном заражении 
штаммами K. pneumoniae в дозах 106, 104, 102 КОЕ/животное 
показана на рис. 2–4.

По результатам статистического анализа на основании 
точного теста Фишера положительная достоверная связь 
между наличием гена и вирулентностью штамма была вы-
явлена для следующих капсульных типов и генов: K1 
(p = 0,0134), K2 (p = 0,0084), K57 (p = 0,0050); iucA (p = 0,0042), 
iroB (p = 0,0002). Положительная достоверная связь между 
наличием фенотипического признака и вирулентностью 
штамма была выявлена для стринг-теста (p = 0,0044). 
Чувствительность стринг-теста для исследуемой группы 
штаммов составила 87,5%, специфичность – 64,3%. 
Положительная достоверная связь между наличием типов 
последовательностей, определенных на основании полно-
геномного секвенирования, и вирулентностью штамма была 
выявлена для типов последовательностей различных локу-
сов вирулентности ybt1 (p = 0,0135), clb2 (p = 0,0134), iro1 
(p  = 0,0002) и плазмид ICEKp3 (p = 0,0050), ICEKp10 
(p = 0,0273).

Не было выявлено достоверной связи между наличием 
гена и вирулентностью штамма для следующих генов: iutA 
(p = 0,2092), rmpA (p = 0,2125), rmpA2 (p = 0,4666), peg-344 
(p = 0,2092), terB (p = 0,2092), peg-589 (p = 0,0896), а также 
плазмид ICEKp5 (p = 0,5333), ICEKp12 (p = 0,0664). Не было 
выявлено достоверной связи между наличием типов после-
довательностей, определенных на основании секвенирова-
ния, и вирулентностью штамма для следующих типов после-
довательностей различных локусов вирулентности: irp2 
(p  =  0,3112), ybt12 (p = 0,4666), ybt14 (p = 0,5333), ybt16 
(p  =  0,0664), ybt17 (p = 0,5333), clb1 (p = 0,4666), clb3 
(p  =  0,5333), iuc1 (p = 0,1123), iuc2 (p = 0,4666), iro2 
(p = 0,4666).

По результатам статистического анализа на основании 
оценки рангово-бисериального коэффициента корреляции 
была определена связь между наличием признака и степе-
нью вирулентности штамма (значением LD50), оцененная с 
помощью t-критерия Стьюдента (t). Достоверная положи-
тельная связь была выявлена для капсульных типов K1 
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Рис. 2. Выживаемость мышей при заражении бактериями 
K.  pneumoniae штамма 480 в дозах 106, 104, 102 КОЕ/животное 
(LD50 1·101 КОЕ/животное).
Fig. 2. Survival of mice infected with K.  pneumoniae strain 480 at 
doses of 106, 104, 102 CFU/animal (LD50 1·101 CFU/animal).

Рис. 3. Выживаемость мышей при заражении бактериями 
K.  pneumoniae штамма 67 в дозах 106, 104, 102 КОЕ/животное 
(LD50 1·102 КОЕ/животное).
Fig. 3. Survival of mice infected with K.  pneumoniae strain 67 at 
doses of 106, 104, 102 CFU/animal (LD50 1·102 CFU/animal).

Рис. 4. Выживаемость мышей при заражении бактериями 
K.  pneumoniae штамма 172 в дозах 106, 104, 102 КОЕ/животное 
(LD50 1·103 КОЕ/животное).
Fig. 4. Survival of mice infected with K.  pneumoniae strain 172 at 
doses of 106, 104, 102 CFU/animal (LD50 1·103 CFU/animal).
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(t = 2,281), K2 (t = 2,281), генов iucA (t = 2,625), iutA (t = 3,685), 
iroB (t = 3,224), rmpA (t = 2,681), rmpA2 (t = 3,500), peg-344 
(t  =  3,685), terB (t = 3,685), peg-589 (t = 3,893) и плазмид 
ICEKp35 (t = 13,500), ICEKp12 (t = 2,901). 

Положительная достоверная связь между наличием типов 
последовательностей и степенью вирулентности штамма 
была выявлена для типов последовательностей различных 
локусов вирулентности ybt1 (t = 2,281), ybt14 (t = 13,500), 
ybt16 (t = 2,901), ybt17 (t = 5,556), clb2 (t = 2,281), clb3 
(t = 5,556), iuc1 (t = 3,088), iro1 (t = 4,293).

Для прогнозирования вирулентности штаммов на основе 
молекулярно-генетических признаков были рассмотрены 
капсульные типы К1 и К2. Чувствительность потенциального 
диагностического теста, основанного на определении кап-
сульных типов К1 и К2, составила 100%, специфичность – 
85,7%. 

С целью более точного прогнозирования вирулентности 
штаммов на основе молекулярно-генетических признаков 
были рассмотрены капсульные типы К1 и К2, типы последо-
вательностей сидерофора иерсиниабактина ybt14, ybt16, тип 
последовательностей сидерофора колибактина clb3 и ген 
синтеза сидерофора сальмохелина iroB. Зависимость ранга 
штамма от степени вирулентности представлена на точеч-
ной диаграмме на рис. 5.

Для оценки вирулентности штаммов K.  pneumoniae био-
логическим методом используют экспериментальную ин-
фекционную модель на белых аутбредных мышах. При 

оценке изолятов на модели инфицирования мышей были 
выявлены три группы штаммов в зависимости от величины 
летальной дозы: гипервирулентные (LD50 ≤102 КОЕ), виру-
лентные (LD50 от 103 до 105 КОЕ) и авирулентные (LD50 
≥106 КОЕ).

Гипервирулентные штаммы K. pneumoniae наиболее часто 
относят к следующим сиквенс-типам: ST57, ST23 (ассоции-
рованы с К1), ST380, ST375 и ST86 (ассоциированы с К2) 
[16]. В литературных источниках описаны также типы ST420, 
ST268, ST65, ST11, ST218, ST412 [17–21].

Сиквенс-тип K. pneumoniae ST395 не признан клоном вы-
сокого риска [22], однако в статье I.Lazareva et al. [23] изо-
ляты ST395/K2, содержащие rmpA, rmpA2, peg-344, аэробак-
тин, энтеробактин, иерсиниабактин, фимбрии типа I, прояв-
ляли максимальную вирулентность в анализе летальности у 
мышей (LD50 = 102 КОЕ/животное). По результатам прове-
денного нами исследования два изолята ST395/K2 относи-
лись к гипервирулентным, два – к вирулентным и один был 
авирулентным. Это можно объяснить отсутствием в геноме 
авирулентного штамма генов синтеза сидерофоров аэро-
бактина (iucA) и иерсиниабактина (ybt16). Таким образом, 
штаммы K. pneumoniae типа ST395 могут являться гиперви-
рулентными. 

Изолят K.  pneumoniae ST11/K24, сиквенс-тип которого 
обычно относят к гипервирулентным, по результатам нашего 
эксперимента не вызывал гибель животных, т.е. являлся 
авирулентным. В работе T.C.Wang et al. [24] по изучению 
вирулентности на мышах было показано, что все исследо-
ванные изоляты сиквенс-типа ST11 были не способны вы-
зывать гибель мышей.

В исследовании J.Zhao et al. [24] анализ вирулентности 
изолятов K. pneumoniae на мышах показал следующий по-
рядок возрастания средних значений LD50: ST23 < ST86 < 
ST65 < другие ST (ST412, ST35, ST36, ST309 и ST1107). 
Авторы заключают, что различные типы ST можно использо-
вать для прогнозирования уровня вирулентности у мышей. В 
работе A.I.Lev et al. [25] было показано, что два штамма 
клебсиелл ST23/K57 являлись авирулентными. По результа-
там нашего исследования все штаммы ST23/K57 (n = 6) 
были авирулентными, а изоляты ST23/K1 относились к виру-
лентным (LD50 от 103 до 105 КОЕ/животное). Таким образом, 
информация только о сиквенс-типе изолята является недо-
статочной для предсказания вирулентности на мышиной 
модели, необходимо также учитывать капсульный тип штам-
ма.

В исследовании C-R.Lee et al. изоляты K.  pneumoniae с 
фенотипом гипермукоидности, генами rmpA и кластера 
iucABCD-iutA при внутрибрюшинном введении мышам про-
являли высокую вирулентность в отношении летальности 
мышей независимо от типа капсулы [26]. По результатам 
нашего исследования у 100% высоковирулентных штаммов 
присутствовал тип последовательности сидерофора аэро-
бактина (iuc1) и гены регуляторов мукоидного фенотипа 
rmpA, rmpA2, а также гены wzyK2 и peg-344. Однако боль-
шинство из этих признаков встречалось и у авирулентных 
штаммов: iuc1 – у 71,4% штаммов, peg-344 – у 85,7%, rmpA 
и rmpA2 – у 78,5 и 92,9% штаммов соответственно. Таким 
образом, достоверно связан с вирулентностью только ген 
wzyK2 (p = 0,0084). 
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Рис. 5. Зависимость ранга штамма от степени вирулентности (по 
шести признакам).
На диаграмме точками обозначены штаммы: справа от сплошной 
линии (LD50 = 1·106) – авирулентные, слева – вирулентные. 
Пунктирная линия, обозначающая дискриминантное значение 
(согласно значению рангово-бисериального коэффициента), отде-
ляет вирулентные штаммы (сверху) от авирулентных (снизу). 
Чувствительность потенциального диагностического теста, осно-
ванного на вышеуказанных признаках, составила 100%, специфич-
ность – 92,8%.
Fig. 5. Dependence of strain rank on the degree of virulence (based 
on six characteristics).
On the diagram, the dots indicate strains: to the right of the solid line 
(LD50  = 1·106) are avirulent, to the left are virulent. The dotted line, 
indicating the discriminant value (according to the value of the rank-
biserial coefficient), separates virulent strains (top) from avirulent strains 
(bottom). The sensitivity of a potential diagnostic test based on the above 
characteristics was 100%, specificity – 92.8%.



27

Изучение гипервирулентных штаммов Klebsiella pneumoniae на биологической модели

Evaluation of hypervirulent Klebsiella pneumoniae strains in a biological model

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

Среди сидерофоров, секретируемых K. pneumoniae, аэро-
бактин считается наиболее важным фактором вирулентно-
сти [27, 28], поскольку может вызывать тяжелую инфекцию, 
способствуя транспортировке микроорганизмов из кишеч-
ного тракта в различные ткани, а также их размножению 
[29]. По результатам нашего исследования только ген iucA 
аэробактина был достоверно связан с вирулентностью 
(p = 0,0042), в то время как ген iutA (p = 0,2092), типы после-
довательностей iuc1 (p = 0,1123) и iuc2 (p = 0,4666) не были 
достоверно связаны с вирулентностью.

Гипермукоидный фенотип был характерен для 83,3% 
штаммов K.  pneumoniae, относящихся к гипервирулентным. 
Авирулентные штаммы в 35,7% случаев обладали гипермуко-
идным фенотипом. Следовательно, гипервирулентность не 
следует определять, основываясь только на результатах 
стринг-теста. Некоторые работы предполагают, что присут-
ствие самих серотипов K1/K2, а не гиперкапсулы, отвечает за 
повышенную вирулентность, поскольку типичные штаммы 
K1/K2, продуцирующие капсулы, не менее вирулентны, чем 
продуцирующие гиперкапсулы K1/K2 штаммы [30]. Данные 
предположения согласуются с результатами нашего экспери-
мента: все гипервирулентные и вирулентные штаммы при-
надлежали к серотипам К2 или К1, но не для всех были ха-
рактерны гиперкапсула и положительный стринг-тест. 

Заключение

В результате работы были исследованы штаммы 
K. pneumoniae (n = 30). На основании биопробы на мышах 
все штаммы были отнесены к трем группам: гипервирулент-
ные (n = 6), вирулентные (n = 10) и авирулентные (n = 14). 
Вирулентность была подтверждена высевом исследуемого 
микроорганизма из паренхиматозных органов и крови по-
гибших животных, а также по результатам патоморфологи-
ческого исследования. 

На основании статистической обработки данных молеку-
лярно-генетического исследования штаммов было выявле-
но, что одиночные признаки обладают меньшей чувстви-
тельностью и специфичностью, чем совокупность призна-
ков. Несмотря на то, что стринг-тест обладал высокой до-
стоверностью (p = 0,0044), чувствительность и специфич-
ность данного теста относительно невысокие (87,5 и 64,3% 
соответственно). Наибольшие чувствительность и специ-
фичность были выявлены для совокупности признаков кап-
сульных типов К1 и К2, типов последовательностей сидеро-
фора иерсиниабактина ybt14, ybt16, типов последователь-
ностей сидерофора колибактина clb3 и гена синтеза сидеро-
фора сальмохелина iroB – 100 и 92,8% соответственно. 
Чувствительность потенциального диагностического теста, 
основанного на определении капсульных типов К1 и К2, со-
ставила 100%, специфичность – 85,7%.
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Н о в о с т и  н а у к и

Пептиды, полученные на основе кунжутного белка перспективны  
в борьбе с E. coli и S. aureus

Точное обнаружение пептидов с антимикробными свойствами может быть ускорено с помощью вычислительного скри-
нинга. В данном исследовании были исследованы и синтезированы два антимикробных пептида: AlaGly-Gly-Val-Pro-Arg и 
Ser-Thr-Ile-Arg, которые являются нетоксичными, стабильными и неаллергенными. Кроме того, пептиды были получены из 
семян кунжута, что дает большой потенциал для дальнейших исследований и разработок. 

Эксперименты in vitro подтвердили антибактериальные свойства пептидов. На взаимодействие между пептидами кунжу-
та и DHPS влияло несколько факторов, включая гидрофобные взаимодействия, водородные связи, силы взаимодействия 
притяжения заряда и силы Ван-дер-Ваальса. Использование AlaGly-Gly-Val-Pro-Arg или Ser-Thr-Ile-Arg приводило к подавле-
нию как E. coli, так и S. aureus.

Zhu Z, Pan F, Wang O, Zhao L, Zhao L.
Antibacterial Effect of Sesame Protein-Derived Peptides against Escherichia coli  

and Staphylococcus aureus: In Silico and In Vitro Analysis.
Nutrients. 2024 Jan 4;16(1):175. DOI: 10.3390/nu16010175
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Эталонные линии штаммов Vibrio cholerae 
для производства «Вакцины холерной 
бивалентной химической»
О.В.Громова, О.С.Дуракова, С.А.Воробьева, А.В.Гаева, Н.И.Белякова, Я.М.Краснов, 
О.А.Лобовикова, О.А.Волох 

ФКУН «Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов, Российская Федерация

Для производства вакцины холерной бивалентной химической используются природные токсигенные штаммы-проду-
центы ее специфических компонентов V. cholerae 569B и V. cholerae M-41. 
Целью работы была проверка стабильности культурально-морфологических, биохимических, серологических, имму-
ногенных, вирулентных и токсигенных свойств штаммов-продуцентов холерной вакцины в производственных усло-
виях.
Материалы и методы. На основе комплексных исследований современными методами (атомно-силовая микроскопия 
и трансмиссионная электронная микроскопия, полногеномное секвенирование, дот-иммуноанализ, радиальный пас-
сивный иммунный гемолиз) получены новые информативные характеристики культурально-морфологических свойств 
и показана стабильность нуклеотидных последовательностей полного генома штаммов V. сholerae 569В и M-41.
Результаты. Исследованные эталонные линии штаммов V. сholerae 569В (КМ2129) и M-41 (КМ2130) депонированы в 
Государственную коллекцию ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора.
Ключевые слова: Vibrio cholerae, химическая холерная вакцина, штаммы-продуценты, полногеномное секвенирование

Для цитирования: Громова О.В., Дуракова О.С., Воробьева С.А., Гаева А.В., Белякова Н.И., Краснов Я.М., Лобовикова О.А., Волох О.А. 
Эталонные линии штаммов Vibrio cholerae для производства «Вакцины холерной бивалентной химической». Бактериология. 2024; 9(2): 29–34. 
DOI: 10.20953/2500-1027-2024-2-29-34

Reference lineages of Vibrio cholerae strains 
for the production of “Chemical Bivalent Cholera Vaccine”

O.V.Gromova, O.S.Durakova, S.A.Vorobeva, A.V.Gaeva, N.I.Belyakova, Ya.M.Krasnov, 
O.A.Lobovikova, O.A.Volokh

Russian Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

Srtrains V. cholerae 569B and V. cholerae M-41 are natural toxigenic strains producing specific components of the bivalent 
chemical cholera vaccine.
The purpose of the work was to test the stability of the cultural-morphological, biochemical, serological, immunogenic, virulent 
and toxigenic properties of cholera vaccine-producing strains under production conditions.
Materials and methods. Based on complex studies using modern methods (atomic force microscopy and transmission 
electron microscopy, whole-genome sequencing, dot-immunoassay, radial passive immune hemolysis), new informative 
characteristics of cultural and morphological properties were obtained and the stability of nucleotide sequences of the complete 
genome of V. сholerae strains 569B and M was shown -41.
Results. The studied reference lines of V. сholerae strains 569B (KM2129) and M-41 (KM2130) were deposited in the State 
Collection of the FSSI Russian Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor.
Key words: Vibrio cholerae, chemical cholera vaccine, producer strains, whole genome sequencing
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В связи с высоким уровнем заболеваемости холерой в 
мире [1, 2] и угрозой заноса инфекции из эндемичных 

стран потребность в эффективной вакцине против холеры 
чрезвычайно актуальна [3–5]. В Российской Федерации (РФ) 
разработана и выпускается «Вакцина холерная бивалентная 
химическая, таблетки, покрытые кишечнорастворимой обо-
лочкой», производства ФКУН «Российский противочумный 
институт «Микроб» Роспотребнадзора [5–7]. 

Производство вакцин является сложным, длительным 
процессом и осуществляется в соответствии с требования-
ми «Правил надлежащей производственной практики» 
(GMP), утвержденными приказом Министерства промыш-
ленности и торговли РФ от 4.06.2013 №916 (ред. от 
18.12.2015), и Государственной Фармакопеи (ГФ) РФ XIV 
[8–10]. Данные нормативные документы включают комплекс 
требований к производству и контролю качества иммуноби-
ологических лекарственных препаратов. Производство вак-
цин предусматривает обязательный поэтапный контроль на 
разных стадиях технологического процесса, включая кон-
троль исходного сырья, полуфабриката и готовой лекар-
ственной формы [11].

Одним из ключевых требований к штаммам-продуцентам, 
используемым в производстве иммунобиологических пре-
паратов, является их стабильность, которая заключается в 
сохранении основных культурально-морфологических, фи-
зиологических и продуктивных свойств в условиях произ-
водственного цикла [ГФ РФ XIV, 2018]. Штаммы Vibrio 
cholerae 569В серовара Инаба и V.  cholerae М41 серовара 
Огава с 1995 г. используются на этапе получения антигенов 
холерного вибриона, сохраняя свои основные культурально-
морфологические свойства, физиологические и продуктив-
ные параметры, но с учетом возможностей современных 
технологий, включающих методы оценки молекулярно-гене-
тических структур (полногеномное секвенирование, полиме-
разная цепная реакция (ПЦР)) и целого ряда морфометриче-
ских характеристик, представляет интерес и будет информа-
тивным применение современных методов для оценки 
штаммов-продуцентов [12–15]. Следует отметить перспек-
тивность применения для характеристики производствен-
ных штаммов таких методов, как атомно-силовая и транс-
миссионная микроскопия, так как факторы окружающей 
среды могут привести к изменению поверхностных структур 
клетки [13, 14].

Штаммы V.  cholerae O1, используемые в производстве 
химической холерной вакцины, должны иметь типичные 
культурально-морфологические, биохимические и антиген-
ные свойства; обладать холерогенными, токсигенными и 
иммуногенными свойствами [16]. Согласно промышленному 
регламенту, для оценки свойств производственных штам-
мов используют комплекс тестов in vivo и in vitro.

В настоящее время для совершенствования подходов по 
верификации вакцинных штаммов в процессе длительного 
хранения для определения их генетической стабильности 
представляется перспективным использование полногеном-
ного секвенирования. Полногеномное секвенирование дает 
информацию о последовательности и структуре всего гено-
ма исследуемых штаммов и может быть использовано для 
подтверждения подлинности и оценки стабильности. В рабо-
те Л.В.Саяпиной с соавт. [17], посвященной изучению ста-

бильности вакцинного штамма туляремийного микроба, 
было отмечено, что в настоящее время в нормативных до-
кументах отсутствуют требования к генетической стабиль-
ности штаммов-продуцентов. Авторы считают, что использо-
вание полногеномного секвенирования позволит в полной 
мере оценить изменения в геноме вакцинного штамма и 
определить его аутентичность в процессе хранения в лиофи-
лизированном состоянии, при анимализации и подготовке 
последующей серии вакцинного штамма.

Е.В.Острашевской с соавт. [18] были проведены полноге-
номное секвенирование и последующий сравнительный 
анализ образцов субштамма Mycobacterium bovis BCG-1 
(Russia) от рабочего банка до конечного пассажа производ-
ственного культивирования, а также производственных 
серий вакцины БЦЖ. Авторы отмечают, что стабильность 
генома субштамма опосредованно подтверждает стабиль-
ность производственных условий культивирования и каче-
ство производственного процесса.

В связи с вышеизложенным нами была поставлена цель – 
сохранение эталонных линий штаммов-продуцентов 
V.  cholerae 569B и V.  cholerae М-41 с характерными свой-
ствами для обеспечения производства вакцины.

Материалы и методы

Культуральные свойства штаммов V. сholerae 569B и М-41 
изучали в посевах на бульоне и на агаре Хоттингера (рН 
7,6 ± 0,1) после 19 ± 1 ч инкубации при температуре 37 ± 1°С. 
Биохимические свойства штаммов V. сholerae определяли с 
использованием «Набора для идентификации Enterobacteria- 
ceae и других неприхотливых грамотрицательных бактерий 
API 20E» (ВioMerieux, Франция). Серологические свойства 
проверяли в реакции агглютинации (РА) с сыворотками диа-
гностическими: холерной О1 адсорбированной сухой для РА 
(ТУ 8938-009-01898109-2007), холерными Огава и Инаба ад-
сорбированными сухими для РА (ТУ 8938-010-0189109-2007), 
холерной RO адсорбированной сухой для РА (ТУ 8938-011-
0898109-2007). Иммуногенные свойства штаммов проверяли 
на белых нелинейных мышах массой 11 ± 1 г смешанного 
поголовья. Вирулентные свойства штамма V.  сholerae 569B 
изучали путем внутрикишечного заражения кроликов-сосун-
ков. Содержание животных и манипуляции проводили в соот-
ветствии с Директивой №2010/63/ЕС Европейского парла-
мента Совета Европейского союза от 22.09.2010 «О защите 
животных, использующихся для научных целей» (СПб.; 2010). 
Протоколы исследований одобрены комиссией по биоэтике 
«Российского противочумного института «Микроб».

Токсигенные свойства штамма V. сholerae. Через 19 ± 1 ч 
инкубации при температуре 37 ± 1°С колонии штамма 569В 
изучали на:

• присутствие в хромосоме гена ctxA с помощью тест-
системы для выделения ДНК V.  cholerae (ctxA+ ) методом 
ПЦР (ГенХол)  – проводили согласно инструкции к тест-
системе;

• способность продуцировать токсин во внешнюю среду в 
реакции пассивного иммунного гемолиза (РПИГ) на чашках 
с агаром Хоттингера (рН 7,7 ± 0,1) и синказной средой [19].

Морфологию клеток контролировали методами свето-
вой (окрашивание мазков по Граму) и электронной просве-
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чивающей (методом негативного контрастирования) ми-
кроскопии (ТЭМ). С помощью атомно-силовой микроско-
пии (АСМ) методами полуконтактным и рассогласования 
измеряли морфометрические параметры бактериальной 
клетки и оценивали шероховатость поверхности клеточной 
стенки. 

Исследования проводили на просвечивающем (трансмис-
сионном) электронном микроскопе FEI Tecnai G2 Spirit TWIN 
(120kV) (Чехия) и сканирующем зондовом микроскопе Solver 
P47 PRO (NT-MDT, Россия) с использованием кремниевых 
кантилеверов серии NSG01, обладающих резонансной ча-
стотой 120 кГц и константой жесткости 5,5 Н/м. Сканирование 
выполнялось в режиме прерывистого контакта следующими 
методами: полуконтактным и рассогласования. Обработку 
изображений проводили с помощью встроенного программ-
ного обеспечения Nova.

Специфическую активность холерного токсина и 
О-антигена определяли методом непрямого дот-
иммуноанализа с коньюгатом на основе белка А, меченного 
золотыми наночастицами (ДИА ЗНЧ) [20]. 

Анализ штаммов на присутствие в хромосоме гена ctxA 
проводили с использованием тест-системы для выявления 
ДНК V. сholerae (ctxA+) (ГенХол) (ФКУЗ «РосНИПЧИ 
«Микроб») методом ПЦР.

Присутствие генов ctxB и wbe (rfb) у штаммов V. сholerae 
569B и М-41 определяли с помощью ПЦР с использованием 
олигонуклеотидных праймеров, представленных в табл. 1.

Продукты ПЦР анализировали методом электрофореза в 
1–2%-м агарозном геле с добавлением 0,5 мкг/мл этидия 
бромида с последующим просмотром геля в ультрафиолето-
вом свете. Оценка результатов проводилась при их сравне-
нии с положительным контролем. В качестве такового для 
ПЦР на гены ctxA и ctxB использовали водный раствор ДНК 
V. cholerae 569B, для гена wbe (rfb) – водный раствор ДНК 
V. cholerae M-41.

Для приготовления образца для ПЦР клетки ночных куль-
тур ресуспендировали в 1 мл физиологического раствора 
до концентрации 107. Подготовку проб проводили в соот-
ветствии с МУ1.3.2569-09. Полногеномное секвенирование 
образцов штаммов V. сholerae 569B и М-41, отобранных на 
разных этапах культивирования, проводили на платформе 
Ion Torrent PGM (Thermo Fisher Scientific, США) с использо-
ванием чипа Ion 318 Chip Kit и набора реагентов Ion PGM 
Hi-Q View Chef 400 Kit (Thermo Fisher Scientific, США). 
Покрытие нуклеотидной последовательности генома, ис-
следуемого на каждом из этапов культивирования штам-
мов, составило от ×54 до ×102. Сборку единичных прочте-
ний (ридов) проводили с помощью программы Newbler 2.6 
(Roche, Швейцария).

Результаты исследования и их обсуждение

В результате проведенных исследований было показано, 
что производственные штаммы V.  cholerae 569В и М-41 на 
всех этапах культивирования были типичными для S-формы 
по морфологическим, культуральным, биохимическим и се-
рологическим свойствам. Штаммы обладали вирулентными, 
токсигенными и иммуногенными свойствами (табл. 2). 

В предыдущей работе нами был проведен комплексный 
анализ стабильности штаммов V. cholerae 569В и V. cholerae 
М-41 в следующих пробах: I генерации (19-часовые культуры 
штаммов V.  cholerae 569В и M-41 на плотной питательной 
среде); II генерации (6-часовые бульонные культуры); III гене-
рации (17-часовая бульонная культура); 5 ч (экспоненциаль-
ная фаза роста) и 10 ч (стационарная фаза роста) культиви-
рования в биореакторе [21].

В результате показано, что оба штамма на всех этапах 
культивирования по культуральным свойствам являлись ти-
пичными для S-формы, диссоциация не отмечалась. Методом 
световой микроскопии при окрашивании по Граму отмечена 
типичность формы бактерий во всех исследованных пробах.

Методом АСМ было определено, что морфометрические 
показатели микробных клеток штамма V. сholerae М-41 оста-
вались практически неизменными в I–IV генерациях и состав-
ляли в среднем по следующим показателям: длина – 2,05 ± 
0,1 мкм, ширина – 0,64 ± 0,05 мкм, высота – 0,26 ± 0,03 мкм. 
Для штамма V. сholerae 569В в процессе глубинного культи-
вирования к 10-му часу клетки в среднем изменили свои ли-
нейные размеры в сторону увеличения длины (с 2,4 ± 0,1 мкм 
до 3,51 ± 0,2 мкм). При этом высота (0,255 ± 0,02 мкм) и ши-
рина (0,7 ± 0,03 мкм) в среднем не изменились. Шероховатость 
клеточной стенки у обоих штаммов оставалась практически 
неизменной, что косвенно свидетельствует о стабильности 
поверхностных структур бактерий. Методом ТЭМ на всех 
этапах четко визуализировались типичные вибрионы. В усло-
виях глубинного культивирования в биореакторе и наличии 
оптимальных условий в среде выращивания (температура, 
рН, подкормка раствором глюкозы) к 10 ч культивирования у 
клеток визуализировался жгутик, независимо от штамма.

Во всех исследованных пробах методом ПЦР были выяв-
лены фрагменты ДНК, свидетельствующие о наличии полно-
ценного гена ctxА, что свидетельствует о стабильности про-
изводственных штаммов по показателю «токсигенность», 
ctxB – о продукции иммуногенной В-субъединицы холерного 
токсина, wbe (rfb) – о продукции О-антигена. При постановке 
РПИГ вокруг макроколоний штамма V. cholerae 569В наблю-
далась зона иммунного гемолиза 3,5 ± 0,5 мм, при требова-
ниях НД 2–4 мм, что свидетельствует о способности штамма 
продуцировать токсин во внешнюю среду.

Таблица 1. Праймеры, используемые в лабораторном испытании
Table 1. Primers used in laboratory testing

Ген / 
Gene

Название 
праймера / 
Primer name

Последовательность праймера (5` – 3`) /
Primer sequence (5` – 3`)

Длина амплифицируемого фрагмента, п.н. / 
Length of amplified fragment, bp.

Источник / 
Reference

ctxB ctxB-F GGGAATGCTCCAAGATCATCGATGAGTAATAC 600 Brumfield K.D. et al., 2018

ctxB-R CATCATCGAACCACAAAAAAGCTTACTGAGG

wbe
(rfb)

wbe-F CCCCGAAAACCTAATGTGAG 638 Goel A.K. et al., 2007

wbe-R TCTATGTGCTGCGATTGGTG
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Иммунохимические свойства штаммов были изучены раз-
работанным нами методом непрямого ДИА ЗНЧ. В образцах 
штамма V. cholerae 569В специфическая активность холерно-
го токсина и О-антигена Инаба в ДИА ЗНЧ составляла в 
среднем 1:8. Специфическая активность О-антигена Огава 
штамма V. cholerae М-41 в ДИА ЗНЧ также составляла 1:8. 

На данный момент современные технологии открывают 
новые возможности исследований молекулярно-генетической 
структуры штаммов V. сholerae. Методом полногеномного 
секвенирования была исследована структура ДНК холерного 
вибриона на этапах культивирования. В табл. 3 приведены на-
звания профагов, островов патогенности, генов и локусов, 
идентичность нуклеотидной последовательности которых на 
этапах производственного цикла культивирования штаммов 
V. сholerae М-41 и 569В проверялась в первую очередь.

Сравнительный анализ собранных нуклеотидных последо-
вательностей полного генома штамма V. сholerae М-41, полу-
ченных для клеток, отобранных на начальном, промежуточ-
ном и финальном этапе производственного цикла культивиро-
вания штамма V. сholerae М-41, показал полную идентичность 
этих секвенированных геномов. Аналогично сравнение секве-
нированных образцов штамма V. сholerae 569В, полученных 

для клеток, отобранных на разных стадиях производственного 
цикла, показало полную идентичность этих геномов.

С использованием комплекса методов (АСМ и ТЭМ, полно-
геномное секвенирование, дот-иммуноанализ с использова-
нием конъюгата на основе стафилококкового белка А, мечен-
ного коллоидным золотом, радиальный пассивный иммунный 
гемолиз) получены новые информативные характеристики 
культурально-морфологических свойств и показана стабиль-
ность нуклеотидных последовательностей полного генома 
штаммов V. сholerae 569В и M-41.

В ГКПБ ФКУН «Российский противочумный институт 
«Микроб» Роспотребнадзора депонированы два штамма 
V.  cholerae О1 классического биовара серовара Инаба 
КМ2129 (569В) и серовара Огава КМ2130 (M-41) как произ-
водственные линии природных штаммов, используемых для 
изготовления иммунобиологического лекарственного препа-
рата «Вакцина холерная бивалентная химическая». 
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Таблица 2. Иммуногенные, вирулентные и токсигенные свойства штаммов 
Table 2. Immunogenic, virulent and toxigenic properties of strains

Штамм
V. cholerae / 
Strain
V. cholerae

Иммуногенность
(на белых беспородных мышах) / 

Immunogenicity
(on white mongrel mice)

Вирулентные свойства
(холерогенность на кроликах-сосунках) / 

Virulent properties (cholerogenicity on suckling rabbits)

Токсигенные свойства / 
Toxigenic properties

ПЦР с «Тест-системой для выявления ДНК V. cholerae (ctxA+) методом ПЦР (ГенХол)»
PCR with “Test system for detecting DNA of V. cholerae (ctxA+) by polymerase chain reaction (GenHol)”

Реакция пассивного иммунного гемолиза / 
Passive immune hemolysis reaction

Требования НД / 
ND requirements

Фактически 
(заражающий штамм) / 
Actually (infecting strain)

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

569В ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 4,22·106 м.к.
 (V. cholerae Р-3122) /
ЕD50 = 5,62·105 м.к.  
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных кроликов-

сосунков в дозе 102 и 103 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 
intestine of 9 ± 1 day-old suckling 

rabbits at a dose of 102 and 103 m.c.

На каждую дозу  
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / 
Presence of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует / 
ctxA+ gene is present

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 2-4 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 2-4 mm

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 3,5 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 3.5 mm

M-41 ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 3,16·105 м.к.  
(V. cholerae Р-3122) 

 
ЕD50 = 2,37·106 м.к.
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных крольчат 

в дозе 105 и. 107 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 

intestine of (9 ± 1) day-old rabbits at a 
dose of 105 m.c. 107 m.c. 

На каждую дозу 
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / Presence 
of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует /  
ctxA+ gene is present

– –

Таблица 3. Сравнительная характеристика данных полногеномного секвенирования штаммов V. сholerae 569В и М-41
Table 3. Comparative characteristics of whole-genome sequencing data of V. сholerae strains 569B and M-41

Штамм, этап отбора клеток при 
культивировании V. Сholerae / 
Strain, stage of cell selection 
during cultivation of V. сholerae

Профаг / 
Prophage 

Остров патогенности / 
Island of pathogenicity 

Гены / Genes Биосинтез антигена / 
Biosynsynthesis of antigens

CTXφ 
(ctxA, ctxB1)

RSI 
(rstR classical)

VPI-I VPI-II ToxT ToxR ToxS локус O1 (wbe)*

569В, I генерация / I generation + + + + + + - +

569В, II генерация / II generation + + + + + + - +

569В, III генерация / III generation + + + + + + - +

569В, IV генерация / IV generation + + + + + + - +

М-41, I генерация / I generation + + + + + + + +

М-41, II генерация / II generation + + + + + + + +

М-41, III генерация / III generation + + + + + + + +

М-41, IV генерация / IV generation + + + + + + + +

*Локус, содержащий необходимые для биосинтеза антигена O1 гены, расположенные между фланкирующими генами gmhD и rjg [Seed K.D. et al., 2012]. / 
*Locus containing genes necessary for the biosynthesis of the O1 antigen, located between the flanking genes gmhD and rjg [Seed K.D. et al., 2012].
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ны БЦЖ. Журнал микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 

2018;2:58-67. DOI: 10.36233/0372-9311-2018-2-58-67

19. �Шагинян ИА, Маракуша БН. Модификация метода пассивного иммунного 

гемолиза на плотной среде для выявления продукции термолабильных энте-

ротоксинов штаммами холерных вибрионов и кишечной палочки. Журнал 

микробиологии, эпидемиологии и иммунобиологии. 1983;2:92-96.

20. �Дуракова ОС, Громова ОВ, Киреев МН, Воробьева СА, Клокова ОД, Ливанова ЛФ, 

и др. Применение дот-иммуноанализа для определения специфической актив-

Таблица 2. Иммуногенные, вирулентные и токсигенные свойства штаммов 
Table 2. Immunogenic, virulent and toxigenic properties of strains

Штамм
V. cholerae / 
Strain
V. cholerae

Иммуногенность
(на белых беспородных мышах) / 

Immunogenicity
(on white mongrel mice)

Вирулентные свойства
(холерогенность на кроликах-сосунках) / 

Virulent properties (cholerogenicity on suckling rabbits)

Токсигенные свойства / 
Toxigenic properties

ПЦР с «Тест-системой для выявления ДНК V. cholerae (ctxA+) методом ПЦР (ГенХол)»
PCR with “Test system for detecting DNA of V. cholerae (ctxA+) by polymerase chain reaction (GenHol)”

Реакция пассивного иммунного гемолиза / 
Passive immune hemolysis reaction

Требования НД / 
ND requirements

Фактически 
(заражающий штамм) / 
Actually (infecting strain)

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

Требования НД / 
ND requirements

Фактически / 
Actually

569В ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 4,22·106 м.к.
 (V. cholerae Р-3122) /
ЕD50 = 5,62·105 м.к.  
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных кроликов-

сосунков в дозе 102 и 103 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 
intestine of 9 ± 1 day-old suckling 

rabbits at a dose of 102 and 103 m.c.

На каждую дозу  
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / 
Presence of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует / 
ctxA+ gene is present

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 2-4 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 2-4 mm

Зона пассивного иммунного 
гемолиза – 3,5 мм / 

Zone of passive immune 
hemolysis – 3.5 mm

M-41 ED50 ≤1·107 м.к. / 
ED50 ≤1·107 m.c.

ЕD50 = 3,16·105 м.к.  
(V. cholerae Р-3122) 

 
ЕD50 = 2,37·106 м.к.
(V. cholerae М-879) 

Накопление жидкости в толстом 
кишечнике 9 ± 1 дневных крольчат 

в дозе 105 и. 107 м.к. / 
Accumulation of fluid in the large 

intestine of (9 ± 1) day-old rabbits at a 
dose of 105 m.c. 107 m.c. 

На каждую дозу 
по 3 кролика-сосунка. 

У всех кроликов выражен синдром 
холерогенности / 

3 suckling rabbits for each dose. All 
rabbits exhibit cholerogenic syndrome

Присутствие в хромосоме гена ctxА / Presence 
of the ctxA gene on the chromosome

Ген ctxA+ присутствует /  
ctxA+ gene is present

– –
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ности антигенов в производстве холерной вакцины. Вестник биотехнологии и 

физико-химической биологии им. Ю.А.Овчинникова. 2018;14(4):10-3.

21. �Дуракова ОС, Воробьева СА, Гаева АВ, Краснов ЯМ, Кузнецов ОС, Ерохин ПС, и 

др. Изучение стабильности свойств штаммов Vibrio cholerae  – продуцентов 

активных компонентов холерной химической вакцины. Проблемы особо опас-

ных инфекций. 2022;2:70-74. DOI:10.21055/0370-1069-2022-2-70-74.
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Разработка способа получения 
поликлональных сывороток к О-антигенам 
Vibrio cholerae классического биовара 
сероваров Инаба и Огава
С.А.Воробьева, О.В.Громова, М.Н.Киреев, О.А.Волох 

ФКУН «Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов, Российская Федерация

Одним из важных этапов производства иммунобиологического лекарственного препарата «Вакцина холерная бива-
лентная химическая, таблетки, покрытые кишечнорастворимой оболочкой» является контроль специфических компо-
нентов по их активности. На сегодняшний день отсутствуют коммерческие наборы для определения содержания 
серовароспецифичного О-антигена Инаба и Огава холерного вибриона в компонентах и готовой лекарственной форме 
вакцины. Перспективными представляются иммунохимические методы, основой которых являются специфические 
гипериммунные сыворотки животных. В работе представлены схемы иммунизации кроликов для получения поликло-
нальных сывороток к О-антигенам Vibrio cholerae сероваров Огава и Инаба классического биовара. Применение 
хитозана в качестве адъюванта позволило получить гипериммунную сыворотку к О-антигену Инаба со следующими 
характеристиками: рабочее разведение –1/10, активность с гомологичным О-антигеном –1/1600, активность с гетеро-
логичным О-антигеном  –1/80. Использование схемы с внутривенной иммунизацией без использования адъюванта 
привело к получению активной сыворотки к О-антигену Огава, рабочее разведение –1/50, активность с гомологичным 
О-антигеном  –1/1280, активность с гетерологичным О-антигеном  –1/40. Показана возможность определения 
О-антигенов в готовом препарате вакцины методом дот-иммуноанализа с золотыми наночастицами с использованием 
полученных экспериментальных сывороток.
Ключевые слова: Vibrio cholerae, кроличьи сыворотки, адъюванты, холерная вакцина, глюкановые частицы, хитозано-
вые частицы

Для цитирования: Воробьева С.А., Громова О.В., Киреев М.Н., Волох О.А. Разработка способа получения поликлональных сывороток к 
О-антигенам Vibrio cholerae классического биовара сероваров Инаба и Огава. Бактериология. 2024; 9(2): 35–39. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-
2-35-39

Development of a method for obtaining polyclonal serums 
for Vibrio cholerae O-antigens of the classic biotype serotype 
Inaba and Ogawa 

S.A.Vorobeva, O.V.Gromova, M.N.Kireev, O.A.Volokh

Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe” of Rospotrebnadzor, Saratov, Russian Federation

One of the important stages of the production of the immunobiological drug “Cholera bivalent chemical vaccine, tablets coated 
with an intestinal shell” is the control of specific components according to their activity. To date, there are no commercial kits 
for determining the content of serovarospecific O-antigen Inaba and Ogawa cholera vibrio in the components and finished 
dosage form of the vaccine. Immunochemical methods based on specific hyperimmune sera of animals are promising. The 
paper presents the schemes of immunization of rabbits for obtaining polyclonal serums to Vibrio cholerae O-antigens of Ogawa 
and Inaba serovars of the classical biovar. The use of chitosan as an adjuvant made it possible to obtain a hyperimmune serum 
to the Inaba O-antigen with the following characteristics: working dilution –1/10, activity with homologous O-antigen –1/1600, 
activity with heterologous O-antigen –1/80. The use of a scheme with intravenous immunization without the use of an adjuvant 
led to the production of an active serum for Ogawa O-antigen, working dilution –1/50, activity with homologous O-antigen –1/1280, 
activity with heterologous O-antigen –1/40. The possibility of determining O-antigens in the finished vaccine preparation by dot-
immunoassay with gold nanoparticles using the obtained experimental serums is shown.
Key words: Vibrio cholerae, rabbit serums, adjuvants, cholera vaccine, glucan particles, chitosan particles
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И ммунобиологический лекарственный препарат «Вакци-
на холерная бивалентная химическая, таблетки, покры-

тые кишечнорастворимой оболочкой» является единствен-
ным зарегистрированным и выпускаемым в России сред-
ством для профилактики холеры. Производство вакцины 
требует постоянного контроля специфических свойств как 
готовой лекарственной формы, так и компонентов на всех 
технологических стадиях, который проводится согласно 
Государственной Фармакопеи Российской Федерации (ГФ 
РФ, XV издание) и требованиям «Правил надлежащей произ-
водственной практики», утвержденным приказом Министерст- 
ва промышленности и торговли РФ от 4.06.2013 №916 (ред. 
от 18.12.2015), положения которого гармонизированы с руко-
водством Good manufacturing practice (GMP). 

Производственный цикл получения вакцины включает в 
себя контроль активности антигенных компонентов на всех 
этапах. В состав вакцины входят О-антигены (О-АГ) Инаба и 
Огава холерного вибриона, которые в настоящее время кон-
тролируются в реакции диффузионной преципитации и реак-
ции непрямой гемагглютинации с «Сывороткой диагностиче-
ской холерной O1 адсорбированной сухой для реакции агглю-
тинации». Данные методы позволяют определять содержа-
ние только общего О-АГ без определения серовароспеци-
фичности этого компонента. 

Разработка практических методов оценки активности про-
тективных антигенов холерного вибриона при производстве 
холерной бивалентной химической вакцины остается акту-
альным направлением. Ранее В.А.Фёдоровой с соавт., 
Н.А.Сыровой с соавт. были показаны преимущества приме-
нения вариантов твердофазного иммуноферментного анали-
за и дот-иммуноанализа (ДИА) для контроля биосинтеза ан-
тигенов на этапах производства [1, 2]. О.С.Дураковой с соавт. 
проведены исследования, по результатам которых предлага-
ется использование непрямого ДИА с золотыми наночастица-
ми (ЗНЧ) для оценки специфической активности антигенов 
холерного вибриона в процессе производства [3], в т.ч. для 
определения О-АГ [4]. Актуальной является разработка спо-
соба оценки содержания О-АГ Инаба и О-АГ Огава в готовой 
лекарственной форме методом прямого ДИА ЗНЧ. 

Основой представленных иммунохимических методов 
являются специфические гипериммунные сыворотки жи-
вотных. Согласно источникам литературы, для получения 
сывороток предпочтительнее использовать кроликов, по-
скольку антиген-связывающие центры в их сывороточных 
антителах соответствуют группировкам из 2–6 простых са-
харов в молекуле О-АГ. Вероятность встречаемости имен-
но таких сочетаний в О-антигенах других бактерий невели-
ка, иммунные сыворотки кроликов содержат меньшее коли-
чество гетерогенных антител и дают соответственно мень-
ше перекрестных реакций [5]. 

Использование в качестве иммуногена очищенных анти-
генов вместо цельноклеточного корпускулярного позволяет 
повысить специфичность сывороток, а применение адъюван-
тов – их активность. Опубликованы работы, в которых ЗНЧ 
были использованы для получения антител к целому ряду 
гаптенов и полноценных антигенов [6, 7]. Л.А.Дыкманом с 
соавт. были синтезированы конъюгаты ЗНЧ с антигенами 
Vibrio cholerae, которые были использованы для иммунизации 
кроликов с целью получения гипериммунных сывороток [8].

В настоящее время набирают популярность адъюванты на 
основе углеводов. В литературных источниках отмечаются их 
исключительные свойства, такие как низкая токсичность, 
биосовместимость, способность к биологическому разложе-
нию, низкая стоимость [9, 10]. В последнее время активно 
используются адъюванты на основе хитозана (Cs) и глюкано-
вых частиц (GPs) [11–14]. Известно, что хитозан усиливает 
как гуморальные, так и клеточно-опосредованные иммунные 
реакции при вакцинации. При сравнении с традиционными 
адъювантами доказано, что его действие эквивалентно не-
полному адъюванту Фрейнда (НАФ) и превосходит гидроксид 
алюминия. Глюкановые частицы представляют собой очи-
щенные клеточные стенки Saccharomyces cerevisiae и могут 
применяться в качестве системы доставки антигенов [12, 13].

В связи с вышеизложенным нами была поставлена цель –
разработка способа получения поликлональных сывороток к 
О-антигенам Vibrio cholerae классического биовара серова-
ров Инаба и Огава.

Материалы и методы

В качестве антигенных препаратов использовали О-АГ 
Инаба и О-АГ Огава –компоненты холерной химической вак-
цины. Получение препаратов О-АГ проводили в соответствии 
с нормативно-технической документацией на производство 
«Вакцины холерной бивалентной химической, таблетки, по-
крытые кишечнорастворимой оболочкой», в качестве штам-
мов-продуцентов использовали  производственные штаммы 
V. cholerae О1 классического биовара 569В серовара Инаба 
и V. cholerae М-41 серовара Огава, полученные из 
Государственной коллекции патогенных бактерий ФКУН 
«Российский противочумный институт «Микроб» Роспотреб- 
надзора.

Для иммунизации использовали лиофилизированные пре-
параты О-АГ Инаба и О-АГ Огава в концентрации (по весу), 
соответствующей схеме иммунизации, разводящая жид-
кость – 0,9%-й раствор натрия хлорида.

Для получения иммунных сывороток использовали кроли-
ков породы шиншилла, весом 2,7 ± 0,3 кг. Животные содер-
жались в виварии на стандартных условиях питания. 
Тотальное кровопускание иммунных животных проводили 
после эвтаназии инъекционными препаратами, обладающи-
ми анальгезирующим и миорелаксационным действием. Все 
работы проводили в соответствии с протоколом исследова-
ния, утвержденным комиссией по биоэтике ФКУН «Российский 
противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора.

В качестве адьювантов использовали глюкановые и хито-
зановые частицы, НАФ.

Получение глюкановых частиц
GPs были получены из клеток пекарских дрожжей 

(S. cerevisiae) с помощью серии стадий щелочной и кислотной 
экстракции [15]. В течение 4 ч выращивали S. cerevisiae в 
среде на основе физиологического раствора и 6%-го раство-
ра сахарозы при 28°C. Затем отделяли биомассу центрифуги-
рованием в течение 20 мин при 3000 об./мин, однократно 
промывали осадок дистиллированной водой, суспендировали 
в 1 М NaOH и нагревали при 90°C в течение 1 ч. Затем цен-
трифугирование и экстракцию горячей щелочью повторяли. 
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Экстрагированные щелочью частицы центрифугировали в 
течение 15 мин при 5000 об./мин, суспендировали в дистилли-
рованной воде (рН = 4,5) и нагревали при 75°C в течение 1 ч 
с последующей последовательной промывкой частиц дистил-
лированной водой (3 раза), изопропанолом (4 раза) и ацето-
ном (2 раза). GPs высушивали на воздухе и хранили при 4°С. 

Коньюгат GPs с О-антигеном
Для получения коньюгата к 10 мг GPs добавляли 100 мкл 

раствора О-АГ в концентрации, равной двукратной иммуни-
зирующей дозе, оставляли набухать при 4°С в течение 1 ч. 
Затем замораживали при -20°С и лиофилизировали, после 
чего трехкратно отмывали стерильным 0,9%-м раствором на-
трия хлорида. Суспендировали в 1 мл 0,9%-го раствора на-
трия хлорида и использовали для иммунизации. Эффектив- 
ность связывания О-АГ с GPs оценивали измерением концен-
трации углеводов фенол-сернокислотным методом [16]. 

Получение хитозановых частиц
Для приготовления Cs использовали 0,25%-й раствор хи-

тозана с молекулярной массой 200 кДа (степень деацетили-
рования 75–95%), приготовленный в 2%-м растворе уксусной 
кислоты, содержащем 1% твин-80. Затем 3,5 мл 10%-го рас-
твора сульфата натрия добавляли к 200 мл раствора хитоза-
на со скоростью 1 мл/мин при умеренном перемешивании 
(<50 об./мин) на магнитной мешалке в течение 60 мин при 
комнатной температуре [9]. Полученную суспензию центри-
фугировали в течение 10 мин при 5000 об./мин. Осадок дваж-
ды промывали в деионизированной воде. Затем проводили 
стерилизацию в 70%-м этиловом спирте 30 мин, осаждали 
центрифугированием и ресуспендировали в стерильном 
0,9%-м растворе натрия хлорида. Полученный раствор хито-
зановых частиц хранили при 4°С.

Коньюгат Cs с О-антигеном
Конъюгат получали методом адсорбции антигена на рас-

творимой форме подготовленных частиц хитозана. Раствор 
Cs (OD 220 нм = 1,0) соединяли с раствором О-АГ в двукрат-
ной иммунизирующей дозе в пропорции 1:1 по объему. 
Инкубировали 45 ± 15 мин с постоянным перемешиванием.

Эффективность связывания О-АГ с частицами хитозана 
определяли измерением концентрации углеводов фенол-сер-
нокислотным методом [16] в супернатанте после центрифуги-
рования раствора при 5000 об./мин в течение 20 мин. 
Полученный конъюгат Cs с О-АГ использовали для иммуниза-
ции, если степень связывания составляла не менее 85%.

Иммунизирующие препараты с НАФ готовили ex tempore 
путем смешивания в объемном соотношении 1:1 адъюванта и 
раствора О-АГ. 

Активность экспериментальных гипериммунных сыворо-
ток оценивали в реакции диффузионной преципитации (РДП) 
и методом непрямого ДИА ЗНЧ [3].

Статистическую обработку результатов экспериментов про-
водили по стандартной методике определения грубых ошибок, 
рассчитывая среднее арифметическое значение (М), среднее 
квадратичное отклонение (sx) и стандартную ошибку среднего 
(mM) с помощью программы Microsoft Office Excel. При оценке 
доверительного коэффициента исходили в каждом случае из 
степени числа свобод выбранной нами точности 95%.

Результаты исследования и их обсуждение

На первом этапе работы нами было оценено токсическое 
действие хитозановых и глюкановых частиц, используемых в 
качестве адъювантов, по показателю «аномальная токсич-
ность» (ГФ РФ, ОФС.1.2.4.0004.15). Растворы Cs и GPs вво-
дили беспородным белым мышам (19 ± 1 г) внутрибрюшинно 
в объеме 0,5 мл. На каждый адьювант приходилась группа из 
5 животных. В период наблюдения (в течение 7 суток) не от-
мечалось изменения общего состояния по их двигательной 
активности, потреблению корма и воды, состоянию шерсти и 
слизистых оболочек, массе тела.

В ходе исследования применяли 5 схем иммунизации для 
О-АГ Инаба и О-АГ Огава. В качестве контрольной была вы-
брана подкожная двухцикловая иммунизация с НАФ. Первые 
3 иммунизации проводились с недельными интервалами воз-
растающими дозами (100, 200 и 400 мкг) О-АГ, затем две 
дозы (по 500 мкг) с интервалом 3 нед. [17].

Экспериментальные схемы иммунизации. Схемы 1 и 2 со-
стояли из 2 циклов по 3 внутривенные инъекции, с интерва-
лами между введением антигена 4 суток в возрастающих 
дозах (0,5; 1; 2 мг и 1; 2; 4 мг соответственно). Второй цикл 
начинали после 14-дневного перерыва (1; 2; 4 мг и 2; 4; 8 мг 
для схемы 1 и 2). 

Схемы 3 и 4 состояли из 2 циклов иммунизации по 3 инъ-
екции в дозах 2; 4; 4 мг: 1-й цикл –способ введения антигена 
подкожный с использованием GPs или Cs в качестве адъю-
ванта, 2-й цикл  –внутривенное введение иммуногена без 
применения адъюванта. Интервал между циклами составлял 
30 суток.

Через 7 суток после последней инъекции каждого цикла 
проводили пробное кровопускание с целью определения 
уровня иммунного ответа животного-продуцента. Оценивали 
специфическую активность сывороток в реакции диффузи-
онной преципитации с гомологичными антигенами. В случае, 
если после 2-го цикла иммунизации активность сывороток 
была низкой, дополнительно внутривенно вводили 2–8  мг 
антигена. Тотальное кровопускание проводили на 8–10-е 
сутки после последней инъекции.

Нами были получены по 5 сывороток к каждому О-АГ и 
определена их активность и специфичность в РДП и ДИА 
ЗНЧ. В качестве контрольной схемы сравнения использовали 
протокол иммунизации, представленный в литературе [16], 
следуя которому была получена кроличья сыворотка к липо-
полисахариду V. cholerae О1 серогруппы. 

Нами установлена активность всех полученных гиперим-
мунных сывороток, однако регистрировалось наличие пере-
крестных реакций с гетерологичным О-АГ. Показатели актив-
ности в ДИА ЗНЧ представлены на рис. 1, 2.

Применение разработанных схем иммунизации кроликов 
позволяет получить специфические поликлональные кроли-
чьи сыворотки к О-АГ холерного вибриона. Нами были ото-
браны сыворотки с наибольшей активностью и специфично-
стью. Иммунизация О-АГ Инаба по схеме №4 позволила 
получить сыворотку со следующими параметрами (в ДИА 
ЗНЧ): активность с гомологичным О-АГ –1/1600, активность 
с гетерологичным О-АГ  –1/80. Необходимо отметить, что 
применение частиц хитозана в качестве адъюванта при под-
кожном введении вызывали образование небольших грану-
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лем, которые не оказывали сильного влияния на общее со-
стояние животных.

Сыворотка к О-АГ Огава, полученная в соответствии со 
схемой №2, обладала следующими характеристиками: ак-
тивность с гомологичным О-АГ –1/1280, активность с гетеро-
логичным О-АГ –1/40.

Полученные поликлональные сыворотки были апробиро-
ваны для определения О-АГ в 7 сериях готового препарата 
вакцины. Установлено рабочее разведение 1/10 для сыво-
ротки к О-АГ Инаба и 1/50 для сыворотки к О-АГ Огава, ко-
торое позволяет достоверно определять содержание О-АГ 
Инаба и О-АГ Огава (таблица). Таким образом, нами были 
отобраны схемы иммунизации, позволяющие получать наи-
более активные и специфичные поликлональные сыворотки, 
которые будут использованы для разработки способа оцен-
ки содержания О-АГ Инаба и О-АГ Огава на этапах произ-
водства вакцины холерной бивалентной химической.
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Таблица. Определение О-антигенов в готовом препарате холерной вакцины методом ДИА ЗНЧ (реципрокный титр, n = 3)
Table. Determination of O-antigens in the finished cholera vaccine preparation by the dot-immunoassay with gold nanoparticles method 
(reciprocal titer, n = 3)

№ образца
No. sample

Сыворотка диагностическая холерная О1 адсорбированная 
сухая для реакции агглютинации / Diagnostic cholera serum O1 

adsorbed dry for agglutination reaction (RA)

Экспериментальная сыворотка 
кроличья к О-АГ Огава / Experimental 

rabbit serum to O-AG Ogawa

Экспериментальная сыворотка 
кроличья к О-АГ Инаба / Experimental 

rabbit serum to O-AG Inaba

1 4096 256 1024

2 4096 128 512

3 4096 128 1024

4 4096 256 2048
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Рис. 1. Измерение активности кроличьих сывороток, получен-
ных к О-АГ Vibrio cholerae серовара Огава, методом ДИА ЗНЧ 
(n = 3). 
Fig. 1. Measurement of the activity of rabbit sera obtained for O-AG 
Vibrio cholerae by serovar Ogawa, by the method of dot-
immunoassay with gold nanoparticles (n = 3).

Рис. 2. Измерение активности кроличьих сывороток, получен-
ных к О-АГ Vibrio cholerae серовара Инаба, методом ДИА ЗНЧ 
(n = 3). 
Fig. 2. Measurement of the activity of rabbit serums obtained for 
O-AG Vibrio cholerae serovar Inaba, by the method of dot-
immunoassay with gold nanoparticles (n = 3).
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Выделение РНК из клеток дрожжей 
Saccharomyces cerevisiae
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Методики выделения на основе гуанидина и формамида адаптированы для выделения суммарной РНК из клеток 
киллерных дрожжей Saccharomyces cerevisiae в стационарной фазе культивирования с целью аналитического обе-
спечения производства двуспиральной РНК, являющейся перспективным иммуномодулятором. Выход суммарной РНК 
при выделении с гуанидином и формамидом составил 10,2 и 6,0 мкг/мг биомассы соответственно. Методика выделе-
ния при использовании формамида оптимальна для выделения РНК для дальнейшего количественного анализа дву-
спиральной РНК, поскольку требует значительно меньше времени, менее трудоемкая, экономичнее по затратам реа-
гентов. Степень лизиса клеток дрожжей при использовании формамида составила ~20%.
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For analytical support in the production of double-stranded RNA of the killer yeast cells Saccharomyces cerevisiae, a promising 
immunomodulator, methods for isolating total RNA based on guanidine and formamide has been adapted for stationary phase 
culture. Yield of total RNA using guanidine and formamide were 10,2 and 6,0 µg per mg of biomass. Formamide-based isolation 
RNA was optimal for subsequent quantitative analysis of double-stranded RNA because it was less time-consuming and labor-
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С уществует необходимость в быстрых и простых мето-
диках выделения интактной РНК высокого качества 

для использования как в генетических исследованиях и ана-
лизах, так и в биотехнологических процессах для количе-
ственного определения целевых продуктов на основе РНК.

Дрожжи давно и интенсивно используются в биотехноло-
гии для производства ферментированных напитков, биоэта-
нола, рекомбинантных белков и т.д. Ценным свойством 
киллерных штаммов Saccharomyces cerevisiae является на-
личие в клетках двуспиральных полирибонуклеотидов 
(дсРНК), обладающих иммуномодулирующими свойствами 
[1–3]. Киллерный эффект, обусловленный наличием дсРНК, 

проявляется в синтезе экзотоксинов (т.н. киллер-факторов, 
являющихся белками или гликопротеинами), летальных для 
других чувствительных штаммов дрожжей. Киллерная ак-
тивность может быть направлена не только на представите-
лей своего вида, но и против широкого спектра эукариотиче-
ских и прокариотических организмов. Препараты на основе 
дсРНК обладают малой токсичностью, пролонгированным 
действием и обеспечивают достоверный противовирусный 
эффект. 

Ранее в России из дрожжей S. cerevisiae производили два 
ветеринарных препарата на основе высокополимерной РНК, 
Полирибонат и Ридостин, причем Ридостин содержит высо-
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комолекулярную дсРНК. В настоящее время эти препараты 
сняты с производства по причине плохого соотношения 
цена/качество. Вместо них выпускается ветеринарный пре-
парат Виталанг-2 на основе одноцепочечной высокополи-
мерной РНК, содержащей короткие двуспиральные участки. 
В отличие от Полирибоната и Ридостина, состоящих из ги-
дрофильных молекул, хорошо растворимых в воде, 
Виталанг-2 содержит олеиновую кислоту, что, с одной сторо-
ны, приводит к снижению его растворимости в воде, а с 
другой  – дает повышенную способность проникать через 
биологические мембраны и, как следствие, проявлять более 
высокую биологическую активность. 

В Латвии выпускаются фармацевтический препарат 
Ларифан в разных лекарственных формах, содержащий 
дсРНК, производимый биотехнологически с помощью бакте-
рий Escherichia coli, инфицированных бактериофагом. 

В России в 2022 г. появился первый противовирусный 
препарат Радамин Виро на основе дсРНК, выделенной из 
киллерного штамма дрожжей S. cerevisiae [4]. Таким обра-
зом, известны бактериальные и киллерные дрожжевые про-
дуценты дсРНК.

Для рекомбинантных бактерий количество целевого про-
дукта (дсРНК) повышается при увеличении нарабатываемой 
биомассы [5], данные по кинетике наработки дсРНК в клет-
ках дрожжей в литературе отсутствуют. Однако очевидно, 
что для оптимизации производственного процесса получе-
ния дсРНК от стадий эталонной культуры и биосинтеза 
(культивирования) до конечного выделения продукта необ-
ходимо наличие простого, достоверного и незатратного ме-
тода определения дсРНК как в конечной рецептуре, так и 
непосредственно (что более сложно) в биомассе штамма-
продуцента.

Определение дсРНК включает следующие этапы: выде-
ление РНК (лизис клеток и, часто, выделение суммарной 
РНК) и определение целевых фрагментов дсРНК в лизате 
клеток или в образце суммарной РНК. Наиболее сложным 
этапом является лизис клеток, поскольку многие виды дрож-
жей, в т.ч. S. cerevisiae, отличаются чрезвычайно высокой 
устойчивостью к лизису, причем воздействие на клетки 
ограничено необходимостью не допустить деградации высо-
комолекулярной дсРНК.

Методики выделения РНК из клеток дрожжей требуют 
трудоемких и иногда длительных шагов. Классическим спо-
собом выделения РНК является фенол-хлороформная экс-
тракция по Хромински [6], в ходе которой лизис осуществля-
ется в растворе, содержащем гуанидин тиоцианат и лаурил-
саркозинат, а РНК отделяется от ДНК экстракцией из кисло-
го раствора, содержащего гуанидин тиоцианат, ацетат на-
трия, фенол и хлороформ (в растворе для выделения при-
сутствуют также меркаптоэтанол и цитрат натрия). 

Из методов лизиса для выделении РНК можно выделить 
метод лизиса клеток дрожжей при 65°C в присутствии до-
децилсульфата натрия [7], ферментативный лизис клеток 
дрожжей [8], метод «горячего» фенола [9]. 

Методы без механической гомогенизации часто использу-
ются для выделения РНК из клеток дрожжей логарифмиче-
ской фазы роста, поскольку они дают РНК воспроизводимо-
го качества и количества. Ситуация усложняется при работе 
с клетками в стационарной фазе роста, в этом случае жела-

тельно использовать гомогенизацию. Возможно, наиболее 
подходящим методом выделения РНК из устойчивых дрож-
жевых клеток является растирание клеток дрожжей, заморо-
женных в жидком азоте, с абразивом (стеклянные шарики), 
как описано для клеток Candida albicans, собранных в стаци-
онарной фазе [10]. Однако такая пробоподготовка образца 
для количественного определения дсРНК на практике, ско-
рее всего, будет невоспроизводимой (а также неподходящей 
для одновременной обработки серии образцов).

Еще один метод лизиса, относительно новый, разрабо-
танный для выделения РНК из грамотрицательных бактерий 
и дрожжей, изначально с использованием механической го-
могенизации и формамида, RNAsnap™, может быть исполь-
зован для разрушения клеток дрожжей и без механической 
гомогенизации [11]. Лизис клеток при использовании фор-
мамида быстрый, простой, позволяет эффективно извле-
кать широкий спектр РНК, для дрожжей в логарифмической 
фазе роста выход РНК примерно в 3 раза выше по сравне-
нию со стандартным протоколом горячего фенола [11]. 
Авторы отмечают, что при извлечении РНК формамидом и 
горячим фенолом имеются различия в эффективности из-
влечения разных РНК.

Цель данной работы состояла в исследовании и сравне-
нии способов лизиса клеток киллерных дрожжей S. cerevisiae, 
полученных в стационарной фазе культивирования, в при-
менении к задаче оптимизации процесса культивирования. 
Оценивали лизис клеток по таким параметрам, как выход 
суммарной РНК, трудоемкость, время анализа, возможность 
одновременной пробоподготовки нескольких образцов (до 
10 образцов), стоимость и доступность реагентов для выде-
ления РНК.

Материалы и методы

Штаммы. Для выделения суммарной РНК использовали 
дрожжи хлебопекарные прессованные «Люкс Экстра» (САФ-
НЕВА, хранение при 4°С), киллерные дрожжи S. cerevisiae 
ВКПМ Y-448 из рабочей коллекции (хранение при -70°С).

Реактивы: гуанидин тиоционат (for molecular biology grade, 
PanReac Applichem), натрия цитрат 2-водный (pure EP, USP, 
Диаэм), β-меркаптоэтанол (Sigma-Aldrich/Merck), фенол (уль-
трачистый для молекулярной биологии, >99,7%, осч, diaGene, 
Диаэм), изоамиловый спирт (чда, Компонент-реактив), хлоро-
форм (чда, Компонент-реактив), спирт этиловый 96% (ч, 
Константа-Фарм М), деионизованная вода без нуклеаз 
(Евроген), формамид (для молекулярной биологии, neoFroxx), 
ЭДТА динатриевая соль (Диаэм), зимолиаза лиофилизован-
ная с буфером для хранения, 2000 Ед (Zymo Research), набор 
RNeasy Mini Kit для выделения РНК из клеток и тканей, из 
дрожжей, 50 реакций. Для проведения гель-электрофореза 
использовали маркеры размеров ДНК Sky-High (13 фрагмен-
тов от 250 до 10 000 п.н., 0,1 мг/мл (Хеликон), 6×Orange DNA 
Loading Dye (ThermoFisher Scientific).

Суммарное содержание РНК оценивали спектрофотоме-
трически по поглощению (l = 260 нм) при использовании 
спектрофотометра UNICO-2804 (United Products & Instruments, 
США). Для проведения гель-электрофореза использовали 
источник питания Electrophoresis Power Supply-EPS 601 
(Amersham Pharmacia Biotech, США), камеру для горизон-
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тального электрофореза SE-2, укомплектованную рамкой 
для геля, заливочным столиком с уровнем и гребенкой на 25 
зубцов для образования лунок в геле (Хеликон, Россия), 
High Performance UltraViolet TransIlluminator TFM-30 (UVP, 
США). В образцы вносили по 1 мкл красителя 6×Orange DNA 
Loading Dye.

Методика выделения при использовании формамида
При работе с навесками клеток дрожжей учитывали реко-

мендуемый объем лизирующего раствора ФАЭ для суспен-
зии клеток определенной оптической плотности и объема 
аликвоты [11], необходимо минимум 5 мкл ФАЭ/1 мг дрож-
жей. В работе варьировали соотношение массы навески 
дрожжей / объема лизирующего раствора для получения 
максимального выхода суммарной РНК.

Для выделения суммарной РНК с формамидом готовили 
раствор ФАЭ: 98% формамида, 2% 0,5 М ЭДТА, рН = 8,03.

Отбирали навеску клеток дрожжей в интервале 1–14 мг в 
стерильные без нуклеаз пробирки типа эппендорф на 1,5 мл, 
добавляли 100 мкл раствора ФАЭ, ресуспендировали пипе-
тированием. Суспензию клеток в ФАЭ нагревали в течение 
10 мин при 70°C в твердотельном термостате Thermomixer 
comfort и центрифугировали при комнатной температуре в 
течение 10 мин при скорости 14 000 об./мин. Отбирали су-
пернатант, избегая отбора клеток. Для определения суммар-
ного содержания РНК дополнительно очищали образцы, 
добавляя 800 мкл воды, 500 мкл фенола (рН 4,56) и 200 мкл 
смеси хлороформ-изоамиловый спирт (24:1 по V).

Методика выделения при использовании зимолиазы
В эппендорфы отбирали аликвоту суспензии клеток дрож-

жей, содержащую (1–2)·107 клеток, центрифугировали в те-
чение 5 мин при +4°С при скорости 4000 об./мин. Удаляли 
супернатант и начинали работу с клетками по методике 
Qiagen RNeasy minikit [12].

�Методика выделения при использовании 
гуанидина тиоцианата
Использовали концентрат клеток, полученных в стацио-

нарной фазе и замороженных после ферментации (хране-
ние при -70°С).

Использовали классическую методику выделения сум-
марной РНК на основе гуанидина тиоцианата, модифициро-
вали ее введением нагревания клеток в лизирующем рас-
творе при +70°С в течение 40 мин. Для выделения РНК с 
механическим разрушением клеток готовили суспензию, 
содержащую 329 мг клеток и 42,5 мл лизирующего буфера 
с гуанидином; к 41,5 мл суспензии добавили 2,96 г стериль-
ного кварцевого песка. Встряхивали на гомогенизаторе IKA 
Ultra Turrax tube drive 70 мин на скорости 4000 об./мин, затем 
отбирали 500 мкл суспензии, нагревали 40 мин при +70°С. 
Далее добавляли подкисленный фенол и продолжали мето-
дику аналогично без использования кварцевого песка.

�Разрушение клеток дрожжей при использовании 
ультразвукового гомогенизатора
В пробирку на 50 мл вносили навеску 202 мг клеток 

дрожжей и 7,5 мл лизирующего буфера ФАЭ. Соотношение 
количества клеток и лизирующего буфера соответствовало 

условиям лизиса без использования ультразвука. 
Использовали ультразвуковой гомогенизатор Bandelin 
Sonopuls HD 3400, зонд VS 200 T (Bandelin, Германия), под-
бирая условия разрушения 100% клеток. Разрушение кле-
ток контролировали при помощи микроскопа OLYMPUS 
BX41. Определили условия разрушения 100% клеток: им-
пульсный режим ультразвука (15 с ультразвук / 15 с пауза), 
общее время обработки 30 мин, 80% мощности, затем об-
разец помещали в горячую воду (~90°С) на 20 мин. Цикл 
ультразвук/горячая вода для 100%-го разрушения клеток 
повторяли 3 раза. Суспензию разрушенных клеток центри-
фугировали (Еppendorf 5920R), центрифугат хранили при 
-18°С для дальнейшей работы.

Необходимо заметить, что ультразвук используемой мощ-
ности вызвал деградацию РНК, что выразилось в отсутствии 
высокомолекулярных РНК при анализе образцов методом 
гель-электрофореза. В данной работе ультразвук использо-
вали только для спектрофотометрического определения 
суммарных фрагментов РНК, чтобы затем оценить степень 
лизиса клеток. Очевидно, что разрушение клеток ультразву-
ком не может быть использовано для количественного ана-
лиза целевых дсРНК.

Оценка степени лизиса клеток
Степень лизиса клеток оценивали по соотношению вы-

деленного количества суммарной РНК по конкретной мето-
дике к количеству суммарной РНК при 100%-м разрушении 
клеток. Например, при 100%-м разрушении клеток с исполь-
зованием ультразвука выход суммарной РНК составил 
29,6 мкг/мг дрожжей. Выход суммарной РНК при использо-
вании формамида (без ультразвука) – 5,8 мкг/мг дрожжей. 
Таким образом, методика выделения суммарной РНК с 
формамидом позволила лизировать ~20% клеток.

Результаты исследования и их обсуждение

В работе использовали штамм киллерных дрожжей ВКПМ 
Y-448 с наличием дсРНК и дрожжи хлебопекарные прессо-
ванные «Люкс Экстра», содержащие, по данным [13], также 
L-форму дсРНК. Выделение суммарной РНК из клеток дрож-
жей проводили при использовании следующих методик: на 
основе гуанидина и экстракции фенол/хлороформ, фермен-
тативного лизиса при использовании набора Qiagen RNeasy 
minikit и по методике лизиса с формамидом. Оценивали ре-
зультаты выделения по выходу суммарной РНК, чистоте 
препарата и наличию полос дсРНК в геле. Все методики 
оценивали также по показателям трудоемкости, времени 
выполнения, доступности реагентов, возможности масшта-
бирования по количеству образцов. Результаты представле-
ны в таблице. Во всех методиках использовали штамм 
Y-448, методику выделения с формамидом отрабатывали 
также на образце дрожжей «Люкс Экстра».

Максимальный выход суммарной РНК получили при ис-
пользовании химического лизиса клеток гуанидином, выход 
составил 10,2 мкг/мг клеток дрожжей, чистоту выделенной 
РНК оценивали по соотношению оптической плотности на 
длинах волн 260 и 280 нм, A260/A280, значения соотношения 
были в интервале 2,0–2,1, что соответствовало чистому об-
разцу суммарной РНК. Уменьшение выхода РНК при исполь-
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зовании механического разрушения клеток (кварцевый 
песок и гомогенизатор) связано с сорбцией нуклеиновых 
кислот на поверхности песка (силикагеля) и неполной де-
сорбцией с поверхности в используемых условиях.

И химический, и ферментативный лизис клеток позволил 
получить дсРНК из клеток, собранных из логарифмической 
и стационарной фазы культивирования. Наличие в лизате 
M-формы (1400–1800 п.н.) и L-формы (4700–5300 п.н.) 
дсРНК подтверждали методом гель-электрофореза (рису-
нок). L-форма отвечает за образование белковых капсул, в 
которых находятся отдельно M- и L-формы дсРНК, M-форма – 
за синтез токсина и устойчивость к нему.

С учетом всех требований к способу лизиса клеток в при-
ложении к задаче оптимизации производственного процесса 
получения дсРНК для выделения РНК с целью дальнейшего 
количественного анализа дсРНК оптимален способ лизиса 
на основе формамида. Методика выделения суммарной 
РНК с формамидом позволила лизировать ~20% клеток. 
Оценка степени лизиса неоходима в дальнейшей работе для 
количественного определения дсРНК, наработанной во 
время ферментации.
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Рисунок. Гель-электрофорез выделенных образцов РНК: под-
тверждение наличия дсРНК в образцах штамма ВКПМ Y-448 
(выделение с гуанидином). Краситель 6×Orange DNA Loading 
Dye. Дорожка 1: маркер размеров ДНК (13 фрагментов от 250 до 
10 000 п.н.). На дорожках образцов 2, 3, полученных в стацио-
нарной фазе культивирования, обозначены две полосы, соот-
ветствующие молекулярным массам 1600 п.н. и 5000 п.н. (М- и 
L-формы дсРНК).
Figure. Gel electrophoresis of isolated RNA samples: confirmation 
of the presence of dsRNA in samples of VKPM strain Y-448 
(isolation with guanidine). 6×Orange DNA Loading Dye. Lane 1: DNA 
size marker (13 fragments from 250 to 10,000 bp). Two bands 
corresponding to molecular masses of 1600 bp and 5000 bp (M- and 
L-forms of dsRNA) are marked on the lanes of samples 2, 3 obtained 
in the stationary phase of cultivation.

М-форма дсРНК (4700-5300 п.н.)
M-form of dsRNA (4700-5300 bp)

L-форма дсРНК (1400-1800 п.н.)
L-form of dsRNA (1400-1800 bp)

Таблица. Сравнение методов лизиса клеток дрожжей
Table. Comparison of yeast cell lysis methods

Ферментативный / 
Enzymatic

Химические / 
Chemical

Химический с механическим 
разрушением клеток1 / 
Chemical with mechanical 
destruction of cells1

на основе  
зимолиазы2 / 
based on zymolyase2

гуанидин + 
фенол/хлороформ / 
guanidine + phenol/chloroform

ФАЭ3 гуанидин + фенол/
хлороформ / 
guanidine + phenol/chloroform

Выход суммарной РНК, мкг/мг биомассы дрожжей4,5 / 
Yield of total RNA, µg/mg yeast biomass4,5

4,8 10,2 6,0/5,8 7,6

Вероятность деградации дсРНК в процессе выделения6 / 
Probability of RNA degradation during isolation6

Низкая / Low Низкая / Low Низкая / Low Средняя / Medium

Трудоемкость / Labor intensity Низкая / Low Средняя / Medium Низкая / Low Высокая / High

Время пробоподготовки 1 образца, мин / 
Sample preparation time for 1 sample, min

20–25 160 20 180–200

Возможность одновременной пробоподготовки нескольких 
образцов (до 10 образцов) / 
Possibility of simultaneous sample preparation of several 
samples (up to 10 samples)

+ + + -

Доступность реагентов для выделения РНК / 
Availability of reagents for RNA isolation

Низкая / Low Средняя / Medium Высокая / Средняя / Medium

1 при использовании кварцевого песка и гомогенизатора IKA Ultra Turrax tube drive; / 1 using silica sand and IKA Ultra Turrax tube drive homogenizer; 
2 методика выделения Qiagen; / 2 Qiagen isolation technique; 
3 при использовании штамма ВКПМ Y-448/хлебопекарных дрожжей; / 3 using VKPM strain Y-448/baker’s yeast;
4 определяли спектрофотометрически; / 4 determined spectrophotometrically; 
5 среднее, из 3 образцов, коэффициент вариации не превышает 20%; / 5 average, from 3 samples, the coefficient of variation does not exceed 20%; 
6 при соблюдении правил работы с нуклеиновыми кислотами. / 6 if the rules of working with nucleic acids are observed.
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Изучение возможности индукции 
бактериофагов у природных  
и ЛПС-дефектных штаммов возбудителя 
туляремии и близкородственных франциселл
М.В.Цимбалистова, М.П.Погожова, А.В.Тюрина, М.Г.Мелоян, Н.В.Павлович

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

Туляремия – острое инфекционное заболевание человека и животных, природные очаги которого широко распростра-
нены в Северном полушарии, в т.ч. на территории России. Возбудитель туляремии (Francisella tularensis) включает 
четыре подвида, отличающиеся по ареалу циркуляции, биохимическим свойствам и патогенности для человека и 
животных. Клиническое значение в инфекционной патологии человека имеют только три основных подвида 
(F. tularensis subsp. tularensis, mediasiatica и holarctica), тогда как близкородственные франциселлы (F. tularensis subsp. 
novicida и F. philomiragia) вызывают туляремиеподобное заболевание у иммунокомпрометированных людей. Важным 
является своевременное выявление лиц с подозрением на туляремию и назначение эффективной терапии. В послед-
ние годы отмечается повышенный интерес исследователей к бактериофагам, которые могут быть использованы в 
профилактике, лечении и диагностике инфекции. В литературе имеются лишь единичные сообщения о выделении 
туляремийного бактериофага, однако на сегодняшний день у экспериментаторов отсутствуют воспроизводимые мето-
ды индукции бактериофага F. tularensis. Весьма слабо изучен вопрос о феномене лизогении у франциселл. Целью 
настоящего исследования явилось изучение возможности выделения бактериофагов из природных вирулентных 
штаммов F. tularensis трех основных подвидов, а также из их изогенных авирулентных ЛПС-дефектных вариантов и 
близкородственных франциселл. При сравнительном анализе эффективности различных факторов для индукции 
бактериофага установлено, что вне зависимости от методических приемов и использованных штаммов F. tularensis, 
все наши попытки изолировать бактериофаг не увенчались успехом. В то же время с помощью хлороформа получены 
бактериофаги из F. tularensis subsp. novicida (Utah 112 и D9876) и F. philomiragia (F9693), активные в отношении гомо-
логичных и гетерологичных штаммов франциселл, а также Escherichia coli φ и E. coli К12. Полученные препараты не 
оказывали литического действия на вирулентные и авирулентные культуры F. tularensis.
Ключевые слова: Francisella tularensis, франциселлы, бактериофаг
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Studying the possibility of bacteriophage induction 
in natural and LPS-defective strains of tularemia 
and closely related francisella

М.V.Tsimbalistova, М.P.Pogozhova, А.V.Tyurina, М.G.Meloyan, N.V.Pavlovich

Rostov-on-Don Anti-plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation

Tularemia is an acute infectious disease of humans and animals, the natural foci of which are widespread in the Northern 
hemisphere, including the territory of the Russian Federation. The causative agent of tularemia (Francisella tularensis) includes 
four subspecies that differ in their circulation area, biochemical properties and pathogenicity for humans and animals. Only three 
main subspecies have clinical significance in human infectious pathology (F. tularensis subsp. tularensis, mediasiatica and 
holarctica), whereas closely related Franciselles (F. tularensis subsp. novicida and F. philomiragia) cause tularemia-like disease 
in immunocompromised people. It is important to timely identify individuals with suspected tularemia and prescribe effective 
therapy. In recent years, there has been an increased interest among researchers in bacteriophages, which can be used in the 
prevention, treatment and diagnosis of infection. In the literature, there are limited reports on the isolation of tularemia 
bacteriophage, however, the researchers do not yet have reproducible methods for inducing the F. tularensis bacteriophage. 
The lysogeny phenomenon in Francisella is underinvestigated now. The purpose of this study was to study the possibility of 
isolating bacteriophages from natural virulent strains of F. tularensis of three main subspecies, as well as from their isogenic 
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Т уляремия является природно-очаговой инфекцией, 
эндемичные очаги которой широко распространены в 

Северном полушарии, в т.ч. в Российской Федерации. 
Возбудитель туляремии (Francisella tularensis) вызывает 
острое инфекционное заболевание человека и широкого 
круга животных. Эпизоотические вспышки инфекции разной 
степени интенсивности ежегодно выявляются на различных 
административных территориях нашей страны. Вид F.  tula- 
rensis включает четыре подвида: F. tularensis subsp. tularensis, 
mediasiatica, holarctica и novicida [1]. Однако клиническое 
значение в патологии человека имеют только три основных 
подвида (F. tularensis subsp. tularensis, mediasiatica и 
holarctica), которые отличаются по ареалу циркуляции, био-
химическим свойствам и патогенности для людей и живот-
ных. В то же время близкородственные франциселлы 
(F. tularensis subsp. novicida и F. philomiragia) могут вызывать 
туляремиеподобное заболевание только у людей со снижен-
ным иммунным статусом.

Возбудитель туляремии относится к категории А наибо-
лее опасных агентов биотерроризма [2–4]. Поэтому монито-
ринг состояния природных очагов, выделение культур воз-
будителя, их индикация и идентификация являются актуаль-
ными. Кроме того, особое значение имеют вопросы своевре-
менной диагностики и назначения эффективной противоми-
кробной терапии инфекции. В последние годы отмечается 
повышенный интерес исследователей к бактериофагам, ко-
торые могут быть использованы в профилактике, лечении и 
диагностике инфекции.

Попытки получения бактериофага туляремийного микро-
ба предпринимались на протяжении многих лет разными 
исследователями. Например, А.А.Вольферц в 1935 г. пока-
зал, что фильтрат старой культуры со среды Мак-Коя обра-
зует негативные зоны на газоне туляремийных бактерий. 
После этого различные ученые изучали возможность индук-
ции туляремийного бактериофага, причем некоторым удава-
лось регистрировать литическое действие микробных пре-
паратов на индикаторные штаммы [5, 6]. Близкородственным 
франциселлам исследователи уделяют гораздо меньше 
внимания ввиду их незначительной роли в инфекционной 
патологии человека. Поэтому в литературе имеются лишь 
единичные сведения о наличии у них бактериофагов [7]. 
Вместе с тем авторы отмечают, что использованные методы 
плохо воспроизводились, а исследованные препараты были 
нестабильны. Весьма слабо изучен вопрос о феномене ли-
зогении у франциселл. В то же время идея пополнить арсе-
нал диагностических и лечебных средств против возбудите-
ля туляремии за счет специфического бактериофага пред-
ставляется нам заманчивой.

Целью настоящего исследования явилось изучение воз-
можности выделения бактериофагов из культур F. tularensis 
трех основных подвидов, включая их изогенные авирулент-
ные ЛПС-дефектные варианты, а также штаммов близко-
родственных франциселл.

Материал и методы

В работе использовали исходные вирулентные штаммы 
F. tularensis subsp. tularensis (АЕ-261 cap+), subsp. mediasiatica 
(543 cap+), subsp. holarctica (503 cap+), их изогенные авиру-
лентные ЛПС-дефектные мутанты (cap-), вакцинный штамм 
F. tularensis subsp. holarctica 15 НИИЭГ, а также культуры 
близкородственных франциселл – F. tularensis subsp. novicida 
(Utah 112 и D9876) и F. philomiragia (F9693), Escherichia coli φ, 
E. coli К12. Все штаммы были получены из лаборатории 
«Коллекция патогенных микроорганизмов» ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотреб- 
надзора, где они хранились в лиофилизированном состоя-
нии.

Культуры выращивали на плотной питательной среде Т [8] 
или модифицированной среде Мюллера–Хинтон (Himedia, 
Индия).

Изучение индукции бактериофагов проводили с исполь-
зованием различных физических и химических факторов, 
таких как воздействие на суспензии бактерий (109 КОЕ/мл) 
различных температур (56°С в течение 30–60 мин, 4°С и 
37°С в течение 1–3–7 дней), ультрафиолетового облучения 
(УФО) при разных дистанционных и временных режимах, 
хлороформа (в соотношении 1:10 с инкубацией 30 мин при 
комнатной температуре, постоянном встряхивании с после-
дующим центрифугированием 4000 g 20 мин). Оценку лити-
ческой активности отобранного супернатанта выполняли на 
плотных питательных средах либо с помощью спот-теста 
(прямого нанесения на чашки с индикаторными культурами), 
либо методом агаровых слоев по Грациа.

В качестве индикаторных штаммов были исследованы как 
гомологичные, так и гетерологичные штаммы туляремийного 
микроба, их изогенные авирулентные ЛПС-дефектные мутан-
ты, франциселлы, а также E. coli φ, E. coli К12.

Для оценки содержания в полученных образцах бактери-
офагов и их морфологической характеристики использова-
ли трансмиссионную электронную микроскопию (ТЭМ). 
Строение корпускул бактериофагов изучали в электронном 
микроскопе Jeol JEM 1011. Препараты бактериофагов пред-
варительно выдерживали в полиэтиленгликоле (24 ч), затем 
осаждали с помощью высокоскоростного центрифугирова-
ния, наносили на поверхность электронно-микроскопиче-

avirulent LPS-defective variants and closely related Francisella. A comparative analysis of the effectiveness of various factors 
for bacteriophage induction showed that, regardless of the methodological techniques and the F. tularensis strains used, all our 
attempts to isolate the bacteriophage were unsuccessful. At the same time, using chloroform were obtained bacteriophages 
from F. tularensis subsp. novicida (Utah 112 and D9876) and F. philomiragia (F9693), active against homologous and 
heterologous Francisella strains, as well as Escherichia coli φ and E. coli K12. The resulting preparations did not have a lytic 
effect on virulent and avirulent F. tularensis cultures.
Key words: Francisella tularensis, Francisella, bacteriophage
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ской сеточки с формваровой (0,5%) подложкой, далее пере-
носили на пленку и производили негативное контрастирова-
ние в 2%-м растворе уранилацетата в течение 1 мин. 
Приготовленные образцы фагов изучали в электронном ми-
кроскопе с увеличением в 80 000 раз.

Результаты исследования и их обсуждение

В результате проведенного исследования по индукции 
бактериофагов из природных вирулентных штаммов трех 
основных подвидов и их изогенных авирулентных ЛПС-
дефектных мутантов с использованием различных индуци-
рующих факторов (температурный режим, обработка ми-
кробной суспензии хлороформом, УФО) выявить явление 
лизогении у F. tularensis и получить туляремийный бактери-
офаг с четко регистрируемой литической активностью нам 
не удалось. Тем не менее из вирулентного штамма средне-
азиатского подвида при обработке бактерий хлороформом 
выделена субстанция, обладающая слабой литической ак-
тивностью в отношении культур туляремийного микроба 
трех подвидов. Однако наши попытки размножить бактерио-
фаг в бульоне с индикаторным штаммом были безуспешны-
ми, а его активность в процессе хранения быстро снижа-
лась.

При изучении возможности индукции фагов у F. novicida 
(Utah 112 и D9876) и F. philomiragia с помощью обработки 
бактерий хлороформом были получены 3 субстанции, кото-
рые при их нанесении на родительские штаммы формирова-
ли четкие негативные зоны. Интересно отметить, что каж-
дый из препаратов обладал перекрестной литической актив-
ностью в отношении всех изученных франциселл (рис. 1).

В то же время полученные препараты были не активны в 
отношении типичных штаммов возбудителя туляремии трех 
основных подвидов.

Как известно, прямым доказательством фаговой приро-
ды литической субстанции являются данные трансмиссион-
ной электронной микроскопии. С этой целью полученные 
литические субстанции (бактериофаги или бактериоцины) 
изучены с помощью ТЭМ.

Исследование позволило визуализировать фаговые ча-
стицы, которые были представлены формами, характерны-
ми для бактериофагов семейства Podoviridae, имели одина-
ковое строение фаговых корпускул (полигональную головку 
и короткий отросток) и предположительно могут быть отне-
сены к III морфологической группе по классификации 
А.С.Тихоненко, семейству С, Podoviridae (рис. 2) [9].

Следующий этап включал изучение способности образо-
вывать негативные бляшки при использовании в качестве 
индикаторных штаммов гетерологичные культуры E. coli φ и 
E. coli К12. Как оказалось, все выделенные препараты фор-
мировали на этих культурах четкие негативные пятна (рис. 3).

Следовательно, из лизогенных культур франциселл инду-
цированы активные бактериофаги, способные лизировать 
не только франциселлы, но и гетерологичные бактерии ки-
шечной группы.

Установлено, что активность франциселлезных фагов 
(+4°С) сохраняется в течение 1 года 8 мес. (срок наблюде-
ния).

Таким образом, при изучении феномена лизогении у 
штаммов туляремийного микроба и близкородственных 
франциселл из F. novicida и F. philomiragia были выделены 
умеренные бактериофаги. В противоположность этому за-
регистрировать явление лизогении и индуцировать бактери-
офаги у возбудителя туляремии не удалось. В литических 

Рис. 1. Литическая активность в отношении индикаторного 
штамма F. philomiragia (F9693) препаратов, полученных из 
F.  tularensis subsp. novicida (Utah 112), F. tularensis subsp. 
novicida (D9876) и F. philomiragia (F9693) при обработке бактерий 
УФО (1, 2, 3) и хлороформом (1’, 2’, 3’).
Fig. 1. Lytic activity against the indicator strain F. philomiragia 
(F9693) of preparations obtained from F. tularensis subsp. novicida 
(Utah 112), F. tularensis subsp. novicida (D9876) and F. philomiragia 
(F9693) when treating bacteria with UVR (1, 2, 3) and chloroform (1’, 
2’, 3’).

Рис. 2. Морфология франциселлезного бактериофага из 
F.  tularensis subsp. novicida (Utah 112) в ТЭМ (увеличение в 
80 000 раз).
Fig. 2. Morphology of Francisella bacteriophage from F. tularensis 
subsp. novicida (Utah 112) in TEM (80,000× magnification).
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субстанциях, изолированных из франциселл, обнаружены 
фаговые частицы, определена их морфологическая структу-
ра и специфичность.

В результате проведенного исследования получены ста-
бильные препараты бактериофагов франциселл, обладаю-
щие литическим действием в отношении гомологичных 
штаммов и бактерий кишечной группы (E. coli φ и E. coli К12). 
В противоположность этому в отношении туляремийного 
микроба активность фагов не зарегистрирована.

Согласно данным литературы, важную роль в устойчиво-
сти бактерий к внедрению чужеродных генетических эле-
ментов (плазмиды, фаги и др.) играет CRISPR-Cas-система, 
которая определяет иммунитет микробной клетки [10]. При 
молекулярно-генетическом анализе F. tularensis subsp. 
novicida у бактерий были выявлены два функционирующих 
гена CRISPR-Cas9 и CRISPR-Cas12a [11]. В то же время у 
туляремийного микроба трех основных подвидов обнару-
женные гены системы иммунитета предположительно неак-
тивны [12]. Полученные нами данные не согласуются с ре-
зультатами других авторов, т.к. культуры F. novicida и 
F. philomiragia были чувствительны к действию как гомоло-
гичных, так и гетерологичных франциселлезных бактерио-
фагов. При этом штаммы туляремийного микроба проявля-
ли резистентность к их литическому действию. Нельзя ис-
ключить, что обнаруженный феномен связан с особенностя-
ми бактериофагов франциселл.

Изолированные из F. tularensis subsp. novicida (Utah 112 и 
D9876) и F. philomiragia (F9693) стабильные препараты бак-
териофагов могут быть в дальнейшем полезными при изуче-
нии биологии туляремийного микроба и других франциселл.
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Н о в о с т и  н а у к и

Анализ микробиома при метастатическом раке

Микробные сообщества обитают во многих нишах человеческого тела и являются 
важными модуляторами иммунной системы хозяина и реакции на противораковую 
терапию. Недавние исследования показали, что в первичных опухолях присутствуют 
сложные микробные сообщества. Чтобы исследовать наличие и значимость микро-
биома в метастазах, объединили метагеномику, геномику, транскриптомику и кли-
нические данные 4160 биопсий метастатических опухолей на основе картирования 
и сборки. Выявили органоспецифический тропизм микробов, обогащение анаэроб-
ными бактериями в гипоксических опухолях, связь между микробным разнообрази-
ем и инфильтрирующими опухоль нейтрофилами, а также связь фузобактерий с устойчивостью к блокаде иммунных кон-
трольных точек (ICB) при раке легких. Кроме того, продольный отбор проб опухолей выявил временную эволюцию микроб-
ных сообществ и идентифицировал бактерии, истощенные при ICB. Вместе мы создали панраковый ресурс метастатическо-
го опухолевого микробиома, который может способствовать развитию стратегий лечения.

Battaglia TW, Mimpen IL, Traets JJH, van Hoeck A, Zeverijn LJ, Geurts BS, et al.
A pan-cancer analysis of the microbiome in metastatic cancer.

Cell. 2024 Apr 25;187(9):2324-2335.e19. doi: 10.1016/j.cell.2024.03.021
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Обзор посвящен методам изучения взаимодействия бактериальной клетки со стресс-факторами на различных уров-
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И сследование влияния внешних факторов, естествен-
ных и искусственных экосистем, организма-хозяина на 

бактериальные клетки необходимо для понимания жизнеде-
ятельности микроорганизмов, определения их функцио-
нальной активности, анализа взаимосвязи с окружающей 
средой и имеет важное прикладное значение. Так, напри-
мер, изучение влияния антибиотиков на бактерии помогает 
разрабатывать более эффективные методы лечения инфек-
ций, управления бактериальными заболеваниями [1], а 
также предотвращать негативное воздействие антибактери-
альных препаратов на микробиом человека и животных [2]. 

Исследование взаимодействия макроорганизма с бактери-
альными клетками в экологических сообществах помогает 
предсказывать экологические проблемы и бороться с ними 
[3]. Понимание того, какие факторы способствуют росту и 
размножению бактерий, играет ключевую роль в биосинтезе 
полезных молекул и других биотехнологических процессах 
[4–6].

Таким образом, исследование влияния внешних факторов 
на бактериальные клетки является актуальным направлени-
ем и обладает широким спектром применений, что делает 
его важной областью научных исследований.
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Цель работы – обобщить современные данные о методах 
изучения ответа бактерий на стресс-условия на популяцион-
ном, клеточном и молекулярном уровнях. 

Культурально-морфологические методы
Одним из ключевых параметров физиологического состо-

яния бактериальных клеток является их способность к росту 
и размножению. В настоящее время для оценки прироста 
числа клеток используются микробиологические счетчики 
или определение оптической плотности (ОП) культуры.

Золотым стандартом длительное время является культи-
вирование микроорганизмов на поверхности питательного 
агара [7]. Определение степени воздействия того или иного 
фактора на микроорганизм оценивается по жизнеспособно-
сти в качественном или количественном соотношении. Также 
в ходе инкубации проводят наблюдение за изменением 
удельной скорости роста, морфологии колоний, их цвета и 
т.д. Однако, несмотря на широкое использование этого мето-
да, его нельзя считать универсальным, поскольку 95% всех 
культивируемых и представленных в публикациях видов от-
носятся всего к 5 из 53 признанных типов бактерий [8]. Кроме 
того, давно известно, что микробные клетки могут существо-
вать в некультивируемых формах [9], или в предгибельном 
состоянии [10, 11], при которых они не будут образовывать 
колонии на питательных средах, но могут обладать другой 
активностью, например, метаболической. Все это говорит о 
том, что важно использовать методы, которые позволяют не 
только оценивать жизнеспособность микроорганизма с точки 
зрения «живой/мертвый», но и изучать иные показатели бак-
териальных клеток.

Для определения концентрации клеток в питательной среде, 
как показателя жизнеспособности, давно используются спек-
троскопические методы, основанные на взаимодействии элек-
тромагнитных волн с молекулами или веществом [12]. При 
этих методах не требуются дополнительные реагенты, поэтому 
они перспективны в качестве неинвазивных методов опреде-
ления жизнеспособности in situ [13]. Поскольку клеточные 
культуры обладают определенными оптическими свойствами, 
которые косвенно отражают их состояние, результаты приме-
нения метода можно использовать как показатель жизнеспо-
собности. В случае бактериальной культуры ОП, измеренная 
при 600 нм, обусловлена эффектом светорассеяния, который, 
в свою очередь, в определенном диапазоне прямо пропорцио-
нален концентрации клеток в среде. Помимо измерения ОП 
суспензии бактерий в видимом спектре излучения, возможно 
также определение светопоглощающих характеристик суспен-
зии клеток в ультрафиолетовом диапазаоне (260 нм, 280 нм и 
пр.) в зависимости от исследовательских задач. Спектроскопия 
является одним из стандартных методов, используемых для 
оценки концентрации клеток в суспензии, а также для количе-
ственного определения субстратов, метаболитов или других 
соединений в культуральном бульоне, таких как белки или ну-
клеиновые кислоты [14].

Атомно-силовая микроскопия (АСМ) за счет возможности 
получения изображений с высоким разрешением позволила 
проводить исследования в области клеточной и молекуляр-
ной биологии. Принцип АСМ основан на регистрации межмо-
лекулярных взаимодействий вещества. В результате можно 
получить объемный рельеф поверхности исследуемой клетки 

с разрешением примерно 0,1–1 нм по горизонтали и 0,01 нм 
по вертикали [15]. АСМ помогает детально рассмотреть обо-
лочки микробных клеток и их изменения при различных воз-
действиях. Эксперименты, проводящиеся с использованием 
АСМ, позволяют наблюдать распределение рецепторов на 
поверхности клетки, силу и динамику их взаимодействий с 
лигандами, а также эластичность и адгезивность бактериаль-
ных ворсинок. Визуализация методом АСМ позволяет наблю-
дать за воздействием лекарств или других противомикроб-
ных соединений на ультраструктуру клеточной поверхности 
[16], а также ответить на ключевые вопросы, например, явля-
ются ли вызванные антимикробными препаратами измене-
ния ультраструктуры поверхности результатом их прямого 
действия или это косвенная реакция на стресс [17, 18]. 

Электронная микроскопия (ЭМ) подразумевает использо-
вание электронов, взаимодействующих с микроскопическим 
объектом, вместо видимого света для получения изображе-
ний. С помощью метода сканирующей зондовой микроскопии 
изучаются воздействия на микробные клетки таких условий, 
как низкие температуры [19], сфинголипиды [20], биопленки 
бактериальных клеток [21]. В настоящее время ЭМ применя-
ется для исследования широкого спектра микроорганизмов, 
но, к сожалению, данный метод трудно назвать простым и 
легкодоступным. Это связано в первую очередь со стоимо-
стью самого оборудования и отсутствием большого количе-
ства специалистов в данной области [22]. 

Электрооптический анализ
Одним из перспективных направлений изучения жизнеспо-

собности клеток является электрооптический (ЭО) анализ. 
Метод основан на исследовании клеток как электрофизиче-
ских объектов со слоистой структурой и измерении поляриза-
ционных характеристик клеточных структур, которые изменя-
ются в зависимости от различных физиологических состоя-
ний клетки: форма клетки, взаимодействие с антибиотиками, 
антителами, фагами, метаболическая активность [23].

Работы по исследованию возможностей применения мето-
да ЭО-анализа в прикладной микробиологии начались с се-
редины 1970-х гг. Первоначально метод был использован для 
оценки ферментативной активности микробных клеток и 
определения токсичных субстратов [24]. Возможности метода 
были продемонстрированы для детекции взаимодействия 
между микробными клетками и бактериофагами [25], а также 
для анализа чувствительности к антибактериальным препа-
ратам [26] и дезинфицирующим средствам [27]. Описана воз-
можность применения ЭО-анализа на этапах культивирова-
ния, подготовки биомассы, получения и хранения лиофилиза-
та экспериментальной живой туляремийной вакцины [28].

ЭО-анализ можно также использовать для исследования 
изменений электрофизических и морфометрических параме-
тров клетки. Была показана возможность использования ре-
зультатов электрооптических измерений для оперативного 
определения изменения числа неповрежденных клеток до и 
после внешних экстремальных воздействий – толуола, тепло-
вого воздействия, этилового спирта, замораживания. В ре-
зультате проведенных исследований было показано, что 
электрооптические измерения позволяют оценивать относи-
тельное количество клеток как с летальными, так и с субле-
тальными повреждениями, при этом точность определения 
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относительного числа неповрежденных клеток составляет 
3–5% [29].

Измерение дзета-потенциала
Поверхностный заряд клетки  – это физико-химическое 

свойство, связанное с составом клеточной оболочки, и этот 
параметр играет важную роль во взаимодействии бактерий с 
ионами, частицами и поверхностями. Заряд клеточной по-
верхности влияет на поступление метаболитов в клетки и 
взаимодействие бактерий с клеточными рецепторами, экспо-
нируемыми принимающими клетками [30]. В нормальных ус-
ловиях бактерии имеют отрицательный поверхностный заряд, 
однако окружающая среда может влиять на поверхностный 
заряд клеток бактерий, который изменяет степень взаимо-
действия бактерий с внешними поверхностями [31]. Дзета-
потенциал, также известный как электрокинетический потен-
циал, определяется суммарным электрическим зарядом мо-
лекул, находящихся на поверхности клетки, и является кос-
венным методом оценки поверхностного потенциала бакте-
рий. Он играет доминирующую роль в адгезии бактерий к 
поверхностям субстрата и в их взаимодействии с факторами 
окружающей среды. Корреляция между дзета-потенциалом и 
физиологическим состоянием бактерий может использовать-
ся для характеристики повреждений бактериальной структу-
ры в результате различных факторов стресса окружающей 
среды, таких как изменения температуры и добавление эта-
нола [32]. Z.Saifi et al. показали, что изменение дзета-потен-
циала в сокультурах коррелировало с повышением или сни-
жением чувствительности к антибиотикам [33]. Поскольку 
возможно использовать измерения дзета-потенциал для 
определения физиологического состояния бактерий, этот 
метод применяется для характеристики различных противо-
микробных соединений. При изучении механизма их взаимо-
действия было показано, что изменение электрокинетическо-
го потенциала может быть объяснено двумя различными яв-
лениями: повреждением бактерий или связыванием антими-
кробных препаратов с поверхностью бактерий [34]. Таким 
образом, описанные исследования показывают, что измере-
ния дзета-потенциала являются очень полезным инструмен-
том для изучения стресс-воздействий на бактериальные 
клетки, а учитывая простоту и воспроизводимость этого ме-
тода, он все чаще используется для оценки и сравнения при-
роды поверхностных взаимодействий между клетками и 
окружающей средой [35].

Методы колориметрии и флюорометрии
Колориметрические методы являются одними из часто ис-

пользуемых методов для определения структурной целостно-
сти клетки. Маркерами жизнеспособности в этой группе мето-
дов является, например, восстановление красителя (тетразо-
лий, реазурин) или его флюоресценция (AlamarBlue, SYTO 9, 
пропидий йодид) [36, 37]. Далее, соотношение окрашенных/
неокрашенных клеток или изменения окраски/интенсивности 
определяют с помощью микроскопии или флуоресцентной 
спектроскопии, что обеспечивает более высокую пропускную 
способность. Так, с помощью этого метода было определено 
физиологическое состояние клеток Sinorhizobium meliloti, а 
также доказано наличие в образцах интактных, но некульти-
вируемых клеток после высушивания и хранения [38]. 

Аналогичные красители используются также и в проточной 
цитометрии [39]. Данный метод широко применяется для ис-
следования отдельных клеток, а за счет использования ком-
бинаций спектрально различных флуоресцентных зондов 
позволяет провести количественную оценку разных характе-
ристик клетки (метаболическая активность, содержание РНК 
и/или ДНК, проницаемость мембраны и т.д.) [40]. В отличие от 
планшетного метода, проточная цитометрия обеспечивает 
поклеточный анализ [41], тем самым позволяя точно опреде-
лить соотношение живых и мертвых клеток. А за счет автома-
тизации процесса и метода обработки, в сравнении с микро-
скопией, в секунду могут анализироваться тысячи клеток 
[42]. Однако, несмотря на возможность исследовать большое 
количество параметров, пробоподготовка специфична и тру-
доемка, что вносит ограничения в работу с этим методом.

Недавние достижения в области наноматериалов позволи-
ли создать новый класс флуоресцентных меток – квантовые 
точки. За счет их биосовместимости, размерного сходства с 
биологическими макромолекулами (например, нуклеиновы-
ми кислотами и белками), и улучшенными фотофизическими 
и спектральными свойствами (высокой яркостью и устойчи-
востью к фотообесцвечиванию), сопровождающиеся широ-
ким спектром возбуждения и узким спектром излучения де-
лают квантовые точки идеальными флуорофорами для 
сверхчувствительных, многоцветных и мультиплексирующих 
применений в молекулярной биотехнологии и биоинженерии 
[43]. Так, например, антитела и фрагменты неферментатив-
ной ДНК, конъюгированные квантовыми точками разного 
спектра излучения, позволяют идентифицировать различные 
микроорганизмы в сложных смесях, например, в культуре 
клеток или в биоматериалах, полученных от человека и жи-
вотных [44–46]. 

Генно-модифицированные штаммы
Определение взаимодействий между биомолекулами в 

живых клетках позволяет лучше понять механизмы ответа 
микроорганизмов на стрессовые условия. Для этого широко 
используют методы молекулярной визуализации, главным 
элементом которых является применение специальных моле-
кулярных биосенсоров, в частности флуоресцентных белков, 
которые не нарушают процессов жизнедеятельности клетки 
и не приводят к фатальным биологическим изменениям [47]. 
Данные белки обладают характеристиками, которые делают 
их полезным для исследований локализации у бактерий, в 
первую очередь способностью флуоресцировать при соеди-
нении с полипептидами-мишенями без добавления экзоген-
ных субстратов. Использование нескольких вариантов таких 
белков позволяет маркировать множество компонентов в 
пределах одной клетки [48]. Флуоресцентные штаммы все 
чаще используются в качестве ценных инструментов для 
оценки экспрессии генов в неблагоприятных условиях [49], 
изучения биопленок [50], количественной оценки бактериаль-
ной нагрузки in vitro и in vivo [51–53]. Другие интересные при-
менения включают использование флуоресцентных штаммов 
в качестве индикаторов при анализе обсемененности продук-
тов [54].

Бактерии, помеченные плазмидами, продуцирующими 
флуоресцентный белок, могут быть обнаружены несколькими 
методами. Наиболее простым методом является флуорес-
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центная микроскопия [55], а для обнаружения флуоресценции 
внутри макроорганизма, используется визуализация с помо-
щью томографии [56].

Однако данный метод имеет свои недостатки. Например, 
для образования хромофора требуется молекулярный кисло-
род, и все виды флуоресцентных белков хуже работают при 
повышенных температурах роста [57]. Следовательно, их 
нельзя использовать при всех условиях роста, при которых 
обычно растут микроорганизмы. Кроме того, белки должны 
экспрессироваться в достаточном количестве, поскольку об-
наружение всего нескольких молекул флуорофоров техниче-
ски сложно, а результаты легко неверно истолковать.

Методы протеомного анализа
Методы протеомного анализа используются для определе-

ния взаимодействий, происходящих между организмом хозя-
ина и микроорганизмом на молекулярном уровне. Чаще 
всего это определение структурно-функциональных характе-
ристик белков и пептидов либо количественное измерение 
содержания белков в клетках или тканях. Данный метод по-
могает решить множество задач: идентифицировать марке-
ры инфекционных заболеваний, найти белковые антигены – 
кандидаты на роль вакцин, определить механизмы патоген-
ности и влияние различных факторов на экспрессию белков 
в макро- или микроорганизмах [58].

Множество исследований посвящено качественному и ко-
личественному определению антиоксидантных белков, экс-
прессирующихся при взаимодействии микроорганизма и ма-
кроорганизма (растение, животное, человек) [59–61]. 

Описан способ сравнительного анализа протеома у бакте-
рий-симбионтов риса до и после воздействия осмотического 
стресса. Показано, что наиболее эффективные продуценты 
стресс-белков сильнее подавляют рост патогенных микроор-
ганизмов [62]. 

В большинстве исследований, посвященных изучению про-
теома микроорганизмов, для разделения и идентификации 
белков используются одномерный и двухмерный электрофо-
рез [63, 64] или жидкостная хроматография с тандемной масс-
спектрометрией (LC-MS/MS) [65]. Все эти методы обычно 
требуют длительных этапов подготовки образца и ограничены 
диапазоном обнаружения (размер 10–200 кДа) [66]. 

Современной альтернативой вышеуказанным методам 
является MALDI-TOF-MS. К преимуществам этой технологии 
можно отнести отсутствие длительной подготовки образцов и 
способность надежно идентифицировать изменения в части 
бактериального протеома [67]. Она также успешно использу-
ется для комплексного протеомного анализа реакции на 
стресс [68]. 

Изучение метаболома  – полного набора метаболитов, вы-
рабатываемых бактериальной клеткой, – отражает фермента-
тивные пути, закодированные в геноме. Кроме того, весь со-
став метаболитов отражает взаимодействие процессов разви-
тия и меняющейся окружающей среды на протяжении всей 
жизни организма. Отслеживая глобальные последствия раз-
личных факторов, действующих на клетку, метаболомика 
может обеспечить более точную картину фактического физио-
логического состояния организма. В основном метаболомика 
микроорганизмов изучается со стороны ассоциаций микробно-
го метаболома с людьми, с экологическими экосистемами [69]. 

Молекулярно-генетические методы
Широко используемый в последние десятилетия метод по-

лимеразной цепной реакции (ПЦР) для детекции и идентифи-
кации возбудителей инфекционных заболеваний стал мощ-
ным инструментом в т.ч. и для исследования экспрессии так 
называемых стресс-генов бактериальных клеток [70, 71]. 
Анализ экспрессии генов методом ПЦР с обратной транс-
крипцией позволяет оценивать, какие гены активны в кон-
кретных условиях. Наиболее эффективными генами для ис-
следования данным методом являются гены-регуляторы ме-
таболизма и гены, кодирующие стресс-белки. Количественный 
анализ позволяет изучать уровень экспрессии конкретных 
генов на основе количества продуктов РНК [72, 73].

Но классические методы ПЦР не дифференцируют ДНК 
жизнеспособной бактериальной клетки от инактивированной 
или от свободного фрагмента ДНК. В настоящее время раз-
работаны альтернативные ПЦР-методы, которые применяют-
ся для исследования воздействия внешних факторов на бак-
териальные клетки через анализ экспрессии генов, кодирую-
щих метаболические ферменты [74]. К ним относится так на-
зываемый метод «ПЦР жизнеспособности» (Vitability PCR/
vPCR) [75], разработанный для быстрого количественного 
определения жизнеспособных клеток с использованием ин-
теркалирующих ДНК красителей, таких как моноазид этидия 
и моноазид пропидия (PMA) [76]. При использовании vPCR 
микробы в образцах инкубируются с мембранопроницающим 
реагентом. При фотоактивации PMA плотно связывается с 
экспонированной ДНК и препятствует ПЦР-амплификации. 
Нежизнеспособные клетки с поврежденными мембранами и 
свободными нуклеиновыми кислотами не защищены от воз-
действия реагента, и их амплификация ингибируется после 
фотоактивации комплекса реагент-ДНК. Напротив, жизне-
способные клетки с неповрежденными клеточными мембра-
нами не связываются с PMA, что позволяет регистрировать 
сигналы от них в количественном ПЦР (qPCR) [77]. Недавно 
разработанный ДНК-интеркалирующий краситель DyeTox13 
позволяет избирательно обнаруживать только жизнеспособ-
ные клетки, обладающие ферментативной активностью. 
Связываясь с нуклеиновыми кислотами мертвых и фермен-
тативно неактивных клеток, DyeTox13 предотвращает ПЦР-
амплификацию, в то время как нуклеиновые кислоты метабо-
лически активных клеток могут быть амплифицированы 
ПЦР-полимеразой, поскольку активность фермента внутри-
клеточной эстеразы расщепляет краситель [78, 79]. 

Транскриптомика – одна из самых быстро развивающихся 
областей знания, по крайней мере, в технологическом смыс-
ле. Транскриптомный анализ используется для решения мно-
гих задач, таких как определение локализации участков на-
чала транскрипции, количественный анализ уровня транс-
криптов на различных стадиях развития клетки и при небла-
гоприятных условиях. В отличие от генома, который, как 
правило, одинаков для всех клеток одной линии, транскрип-
том может сильно меняться в зависимости от условий окру-
жающей среды, отражает профиль экспрессии генов в дан-
ный момент времени. Более того, транскриптомный анализ 
позволяет исследовать так называемые гены немедленного и 
раннего ответа (immediate-early genes). Экспрессия таких 
генов может активироваться непосредственно после добав-
ления индуктора, когда содержание белкового продукта не 
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меняется вследствие низкой скорости трансляции [80]. 
Проведенные транскриптомные исследования на цианобак-
териях рода Synechocystis показали, что существуют универ-
сальные химические или электрические стимулы – активные 
формы кислорода и изменения окислительно-восстанови-
тельного потенциала, которые запускают экспрессию стресс-
зависимых генов независимо от природы самого стресса [81]. 
При оценке взаимодействия бактерий с организмом хозяина 
данный метод также играет немаловажную роль. K.S.Kim et 
al. определили, что муцинразрушающие бактерии 
(Akkermansia muciniphila и Ruminococcus gnavus) тесно связа-
ны со здоровьем макроорганизма и его болезненными состо-
яниями. Изменение рациона питания лабораторных живот-
ных приводило к изменению метаболических путей микро-
организмов, что нарушало целостность кишечного барьера 
организма-хозяина [82]. Данный метод также используется 
для определения зависимости стресса, воздействующего на 
бактериальную клетку, и ее дальнейшей устойчивости к анти-
биотикам [83].

Заключение
Исследование стресс-реакций играет ключевую роль в 

понимании адаптационных механизмов бактерий к перемен-
ным условиям окружающей среды. Методы, позволяющие 
исследовать эти взаимодействия, довольно обширны и за-
трагивают различные уровни бактериальной клетки. Методы 
популяционного уровня – световая микроскопия, оптические 
методы, бактериологический метод  – позволяют оценить 

ответ всей популяции на вредное воздействие окружающей 
среды. Методы, оценивающие взаимодействие конкретной 
клетки с окружающей средой, являются более чувствитель-
ными и, следовательно, более информативными. Некоторые 
из методов (АСМ, электронная микроскопия, электрооптиче-
ский анализ) помогают также изучить и морфологические 
характеристики клеток. Методы молекулярной биологии по-
зволяют анализировать изменения в генетической инфор-
мации под воздействием стресс-факторов и более глубоко и 
точно изучать изменения в геноме бактерий. Особое внима-
ние следует уделить протеомным методам анализа, которые 
позволяют анализировать изменения в уровне продукции 
определенных белков при стрессовых условиях. Эти методы 
предоставляют более полное представление о реакциях бак-
терий на стресс.

Таким образом, современные техники анализа стресс-
реакций в бактериальных клетках предоставляют мощные 
инструменты для более глубокого понимания молекулярных 
механизмов адаптации организмов к переменным условиям 
окружающей среды, что открывает новые перспективы в био-
логии и медицине (таблица).
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Klebsiella pneumoniae  – грамотрицательные бактерии, которые могут как бессимптомно колонизировать слизистые 
оболочки человека, в частности кишечного тракта, так и являться причиной развития инфекций, связанных с оказа-
нием медицинской помощи. Популяция бактерий K. pneumoniae характеризуется генетическим разнообразием, выде-
ляют классические (cKp) и гипервирулентные (hvKp) штаммы K. pneumoniae, а также варианты с сочетанием свойств 
классических и гипервирулентных штаммов. Представители вида K. pneumoniae постоянно эволюционируют, приоб-
ретая новые детерминанты вирулентности и антибиотикорезистентности. Это бросает вызов мировому научному и 
медицинскому сообществам для решения проблемы поиска и разработки новых средств и препаратов для лечения 
инфекций, вызванных данным видом микроорганизмов. Штаммы К. pneumoniae продуцируют несколько видов анти-
микробных пептидов, известных как бактериоцины, которые обладают антибактериальной активностью в отношении 
близкородственных видов. Изучение бактериоцинов и, в частности, их низкомолекулярных вариантов – микроцинов – 
создает основу для их потенциального практического использования, в т.ч. для лечения инфекций, вызванных бакте-
риями с множественной лекарственной устойчивостью.
Ключевые слова: Klebsiella pneumoniae, гипервирулентные штаммы, антибиотикорезистентность, молекулярно-генети-
ческие особенности, микроцины
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Klebsiella pneumoniae strains are Gram-negative commensal bacteria that asymptomatically colonize human mucous 
membranes, such as the intestinal tract, but are a leading cause of healthcare-associated infections. Strains of K. pneumoniae 
are characterized by genetic diversity; classic K. pneumoniae (cKp), hypervirulent K. pneumoniae (hvKp) and a combination of 
both are distinguished. K.  pneumoniae strains are constantly evolving in virulence and antibiotic resistance, challenging 
available drugs to treat such infections. Strains of K. pneumoniae produce several types of antimicrobial peptides known as 
bacteriocins, which have antibacterial activity against closely related species, which may provide the basis for research into the 
potential use of bacteriocins, namely microcins, for the treatment of infections caused by multidrug-resistant bacteria.
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В ид Klebsiella pneumoniae является широко распростра-
ненным в природе и в условиях госпитальной среды 

представителем семейства Enterobacteriaceae. Бактерии дан-
ного вида встречаются в поверхностных водах, на растениях, 
в почве, а также колонизируют слизистые оболочки толстого 
кишечника, урогенитальный тракт и др. [1]. Среди клиниче-
ских штаммов выделяют два основных патотипа: классиче-
ские (cKp) и гипервирулентные (hvKp) K. pneumoniae [2]. 

В Российской Федерации, как и во всем мире, резистент-
ные к антимикробным препаратам штаммы K.  pneumoniae 
являются актуальными госпитальными патогенами и вызы-
вают широкий спектр инфекционных осложнений: инфекции 
кровотока, респираторного тракта, мочевыводящих путей, 
центральной нервной системы (ЦНС), желудочно-кишечного 
тракта, глаз, кожные инфекции, первичные абсцессы печени 
и др. [3, 4]. K.  pneumoniae входит в группу ESKAPE 
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
Enterobacter spp.), объединяющую нозокомиальные патоге-
ны с высоким уровнем резистентности к различным анти-
биотикам [5]. Глобальное распространение гипервирулент-
ных штаммов K.  pneumoniae с множественной лекарствен-
ной устойчивостью (multidrug-resistant/MDR), а также с экс-
тремальной антибиотикоустойчивостью стало признанной 
угрозой для систем здравоохранения во всем мире [6].

До недавнего времени клинические штаммы K. pneumoniae 
проявляли либо фенотип MDR, либо фенотип гипервиру-
лентности. Однако в настоящее время причиной инфекцион-
ных осложнений все чаще становятся конвергентные 
клоны – MDR-hvKp, которые одновременно являются высо-
копатогенными и устойчивыми к большинству доступных 
антибиотиков. В основе формирования таких клонов с фено-
типом MDR-hvKp лежат три основных плазмид-ассоцииро-
ванных механизма: приобретение cKp с фенотипом MDR 
плазмид с детерминантами гипервирулентности; приобрете-
ние hvKp плазмид с детерминантами MDR; приобретение 
штаммами K. pneumoniae гибридных плазмид, несущих де-
терминанты как вирулентности, так и MDR [7]. 

Штаммы K. pneumoniae продуцируют широкий спектр ве-
ществ, необходимых для их конкурентного преимущества, 
ярким примером которых являются бактериоцины, включаю-
щие пептиды с низкой молекулярной массой (<10 кДа), на-
зываемые микроцинами [8].

В настоящем обзоре представлен анализ данных литера-
туры о молекулярно-генетических особенностях клиниче-
ских штаммов K.  pneumoniae, а также о возможности про-
дукции данными штаммами микроцинов.

�Эпидемиология клинических штаммов K. pneumoniae. 
Распространение основных клонов и линий в мире 
и России
У здоровых людей из западных стран частота колониза-

ции слизистой оболочки толстой кишки штаммами cKp варь- 
ировала от 5 до 35% [9]. В азиатских странах уровень коло-
низации K. pneumoniae у здоровых взрослых людей соста-
вил 87,7; 61,1; 75; 58,8; 57,9; 18,8; 52,9 и 41,3% в Малайзии, 
Сингапуре, Тайване, Гонконге, Китае, Японии, Таиланде и 
Вьетнаме соответственно [10]. Получение точных данных о 
степени колонизации слизистой оболочки кишечника штам-

мами hvKp осложнено тем, что специфичные для данных 
штаммов маркеры не всегда определяли в исследованиях, в 
отличие от маркеров, ассоциированных с cKp. Однако в ряде 
работ отмечено, что колонизация толстой кишки штаммами 
hvKp у здоровых корейцев составила 4,6% (на основании 
выявления бактерий K. pneumoniae, относящихся к капсуль-
ному типу K1) [11]. У здоровых лиц из Малайзии, Сингапура, 
Тайваня, Гонконга, Китая, Японии, Таиланда и Вьетнама 
штаммы hvKp, относящиеся к капсульным типам K1 и K2, 
были выявлены в 14,1; 14,9; 11,3; 12; 11,7; 16,7; 2,7 и 0% 
случаев соответственно [11].

Одним из инструментов субвидового молекулярно-генети-
ческого типирования штаммов K. pneumoniae является метод 
MLST-типирования (multilocus sequence typing – мультилокус-
ное секвенирование-типирование) по семи генам «домашне-
го хозяйства». Сравнивая аллельные варианты таких генов, 
можно структурировать популяцию штаммов K. pneumoniae в 
генетические линии, которые связаны с конкретными сик-
венс-типами (ST) [7]. Множественно-резистентные к антими-
кробным препаратам штаммы K. pneumoniae являются пред-
ставителями определенных клональных комплексов (CC), 
или групп, объединяющих генетически близкие штаммы, 
таких как CC258, включающих сиквенс-типы ST258, ST11, 
ST512, ST340, ST437 и др., а также CC15 и CC14. Кроме 
того, по всему миру широко распространены ассоциирован-
ные с внутрибольничными вспышками сиквенс-типы 
K. pneumoniae ST15, ST101, ST147 и ST307 [12, 13]. Штаммы 
hvKp, относящиеся к капсульному типу К1, в основном при-
надлежат к ST23, а hvKp, относящиеся к капсульному типу 
K2, – к ST86, ST65, ST25 [14]. 

Штаммы K. pneumoniae, в т.ч. hvKp, как и другие предста-
вители грамотрицательных бактерий, имеют дополнитель-
ную наружную мембрану, состоящую из липидного бислоя 
со связанными с ним белками, липопротеинами и липополи-
сахаридом. Капсульный полисахарид окружает бактериаль-
ную клетку, выполняя различные функции. Среди hvKp наи-
более распространенными являются штаммы, относящиеся 
к капсульным типам К1, К2, К5, К20, К54 и К57, при этом 
~70% всех выделенных изолятов hvKp являются представи-
телями К1- и К2-типов [16]. Однако тенденция приобретения 
штаммами cKp плазмид с детерминантами, определяющими 
формирование фенотипа гипервирулентности, отмечена 
также и для штаммов, относящихся к другим капсульным 
типам, например, к K47 и K64 [15].

Множественно-резистентные гипервирулентные штаммы 
K. pneumoniae относятся к различным сиквенс-типам, среди 
которых наиболее распространенными являются ST11, объ-
единяющий KPC-продуцирующие карбапенем-резистентные 
штаммы, а также доминирующая линия hvKp ST23 [14]. 
Кроме того, установлены региональные различия в распро-
странении различных ST. Так, в Китае преобладают два ге-
нетических варианта hvKp, по результатам различных ис-
следований доля hvKp, относящихся к ST23, составила 
69,6%, доля hvKp MDR, относящихся к ST11, – 77,3% [16]. В 
последние годы в Европе и Америке, за исключением Индии 
и Бразилии, среди hvKP преобладают генетические вариан-
ты ST23, ST25 и ST86 [16].

На сегодняшний день отмечено появление новой между-
народной клональной линии высокого риска – ST395, ассо-
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циированной с MDR. Данная линия объединяет штаммы, 
продуцирующие β-лактамазы расширенного спектра (БЛРС) 
и карбапенемазы [17]. Согласно данным MLST-типирования, 
ST395 отличается от ST11 (относится к CC258) по трем из 
семи анализируемых локусов и, следовательно, не принад-
лежит к CC258. Однако анализ данных полногеномного 
секвенирования показал, что ST395 эволюционировал из 
ST11 посредством генетической рекомбинации и приобрете-
ния больших геномных областей от представителей других 
ST [18]. ST395 впервые был выявлен во Франции в 2010 г., 
во время нозокомиальной вспышки, вызванной штаммами 
K.  pneumoniae, продуцирующими карбапенемазу OXA-48. 
Штаммы, относящиеся к ST39, несущие плазмиды с генами 
blaOXA-48, широко распространены в мире и обнаружены во 
многих странах Европы (Чехия, Дания, Франция, Германия, 
Венгрия, Ирландия, Италия, Румыния, Россия, Швеция, 
Великобритания), Северной Африки (Египет, Алжир), Юго-
Восточной Азии (Малайзия) и Ближнего Востока (Израиль, 
Кувейт) [13]. Помимо OXA-48, изоляты этого генотипа про-
дуцируют различные карбапенемазы, такие как KPC-2 
(штаммы, выделенные в Китае), KPC-3 (в Италии), NDM-1 (в 
России), а также NDM-1 и NDM-5 (в Германии) [13, 19]. 

�Вирулентность K. pneumoniae, генетические 
детерминанты. Гипервирулентные штаммы 
K. pneumoniae 
До определенного времени штаммы сКр являлись основ-

ной причиной развития пневмоний у лиц, страдающих алко-
голизмом и диабетом, а также входили в число значимых 
уропатогенов и патогенов, вызывающих инфекционные за-
болевания желчевыводящих путей. Кроме того, данные 
штаммы вызывали такие инфекционные осложнения, как 
остеомиелиты и инфекции кровотока. В последние десяти-
летия лечение инфекций, вызванных штаммами сКр, крайне 
осложнено благодаря их способности аккумулировать де-
терминанты, ассоциированные с формированием резистент-
ности к антибактериальным препаратам [20]. Наибольшую 
клиническую значимость приобрели штаммы К. pneumoniae, 
продуцирующие карбапенемазу NDM и обладающие также 
резистентностью к фторхинолонам, аминогликозидам и дру-
гим антимикробным препаратам. 

Варианты hvKp появились в 1980-х гг. и получили распро-
странение в условиях как госпитальной, так и негоспиталь-
ной среды. Клебсиеллы этого патотипа характеризуются 
наличием более широкого спектра вирулентных свойств по 
сравнению с сКр. Несмотря на изучение вопросов, связан-
ных с эпидемиологией штаммов hvKp, на сегодняшний день 
до сих пор не установлен первичный источник возникнове-
ния этих штаммов, а также не выяснены механизмы их рас-
пространения из Азиатско-Тихоокеанского региона, где они 
впервые были обнаружены. Так, штаммы данного патотипа 
были выделены в США, Канаде, Европе, Израиле, Южной 
Африке, Австралии и других регионах [21]. Повышенное 
внимание клиницистов к hvKp обусловлено тем, что данные 
штаммы могут вызывать такие опасные формы инфекций, 
как эндофтальмит и инфекции ЦНС с уровнем смертности 
до 42% и более [20]. 

Основными клинически значимыми признаками, отлича-
ющими штаммы hvKp от сКр, являются их способность вы-

зывать такие инфекционные осложнения, как внебольнич-
ные гнойные абсцессы печени у пациентов, не имевших в 
анамнезе заболеваний печени и желчного пузыря, а также 
возможность генерализации инфекции с вовлечением в 
инфекционный процесс в 11–80% случаев других органов и 
тканей (легкие, плевра, простата, кости, суставы, почки, 
селезенка, мышцы/фасции, мягкие ткани, кожа, глаза и 
ЦНС) [21]. 

Капсула, окружающая бактериальные клетки, является 
важным фактором вирулентности для штаммов cKp [22]. 
Однако важнейшей особенностью, ассоциированной с фе-
нотипом гипервирулентности, является способность штам-
мов hvKp к гиперпродукции капсульного полисахарида. Это 
опосредовано, по крайней мере частично, экспрессией спец-
ифичных для hvKp генов rmpA и/или rmpA2, расположенных 
на плазмиде вирулентности pLVPK, а также генов rcsB и 
wzy-K1 (magA), локализованных в хромосоме [18]. Утрата 
или инактивация rmpA и/или rmpA2 приводит к снижению 
интенсивности продукции капсульных полисахаридов, и, как 
следствие, к снижению уровня вирулентности. Продукция и 
разнообразие структур капсульных полисахаридов опреде-
ляются хромосомным опероном cps, который несет в себе 
гены wzi, wza, wzb, wzc, gnd, wca, cpsB, cpsG и galF [23]. 
Секвенирование wzi и wzc позволяет определять варианты 
капсульных типов K. pneumoniae [24]. В исследованиях, на-
правленных на изучение штаммов hvKp, было показано, что 
капсульный полисахарид защищает микроорганизм от фа-
гоцитоза и бактерицидной активности, опосредованной де-
фенсином человека, маскирует бактериальные липополиса-
хариды от взаимодействия с антителами и препятствует ак-
тивации С3b-компонента комплимента [25]. 

Штаммы hvKp обладают разной способностью продуци-
ровать четыре различных сидерофора: энтеробактин, саль-
мохелин, иерсинибактин и аэробактин. Аэробактин кодиру-
ется опероном iucABCD, а его родственный рецептор  – 
геном iutA. Во многих работах отмечено, что системы 
iucABCD-iutA встречаются в штаммах hvKP чаще, чем в 
штаммах cKP. Исследование, проведенное в Тайване, пока-
зало, что гены, ассоциированные с продукцией аэробактина, 
выявлены в 100% случаев в геномах представителей кап-
сульных типов К1 и К2 и в 86% случаев в изолятах, не от-
носящихся к K1/K2-типам [16]. Молекулярно-эпидемиоло- 
гические исследования показали, что штаммы hvKp также 
чаще продуцируют сальмохелин, иерсинибактин и аэробак-
тин, чем штаммы cKp. При этом продукция иерсиниабактина 
характерна как для штаммов hvKp, так и для cKp, тогда как 
сальмохелин и аэробактин продуцируют только hvKp. 
Количественные анализы продукции сидерофоров проде-
монстрировали, что штаммы hvK производят больше сиде-
рофоров, чем штаммы cKp [26]. 

Примечательно, что большая плазмида вирулентности 
pLVPK была обнаружена во всех клональных линиях hvKp. 
Эта плазмида кодирует аэробактин, сальмохелин и RmpA 
(регулятор гипермукоидного фенотипа), продукция которых 
характерна исключительно для изолятова hvKp. Было обна-
ружено, что утрата данной плазмиды значительно снижает 
вирулентность штаммов K.  pneumoniae, что указывает на 
важную роль pLVPK в формировании фенотипа гипервиру-
лентности [17]. Кроме того, сравнение полногеномных по-
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следовательностей штаммов K.  pneumoniae выявило от-
дельный вариант острова патогенности KPHP1208, ассоции-
рованного с CC23. Большинство изолятов, входящих в дан-
ный клональный комплекс содержат в острове патогенности 
KPHP1208 гены, кодирующие иерсиниабактин, колибактин и 
микроцин E492 [27]. 

В исследовании, проведенном в Тайване, описан штамм 
cKp, относящийся к ST11, который содержал гибридную 
плазмиду вирулентности hvKp pVir (297 984 п.н.) [28]. 
Выявлено, что примерно 38% последовательности pVir на 
99% гомологична с 49 и 47% последовательностей плазмид 
pK2044 и pLVPK соответственно; оставшаяся часть pVir на 
99% гомологична 61% последовательности плазмиды устой-
чивости pPMK-NDM, присутствующей в штамме K. pneumo- 
niae, продуцирующем NDM. Интересно, что, несмотря на 
присутствие в плазмиде pVir генов iroBCDN, iucABCD iutA, 
rmpA и rmpA2, штамм, несущий данную плазмиду, не про-
являл фенотипических признаков гипервирулентности на 
модели системной инфекции мышей. Это позволяет предпо-
ложить, что отсутствующие в гибридной плазмиде pVir части 
плазмид pK2044 и pLVPK содержат значимые детерминанты 
вирулентности, механизм действия которых не до конца из-
учен. Также в геномах таких штаммов обнаружен интегра-
тивный конъюгативный генетический элемент (ICE) разме-
ром 76 т.п.н. (ICEKp). Помимо участка, гомологичного остро-
ву высокой патогенности иерсиний, содержащего гены био-
синтеза иерсиниабактина, еще один участок был гомологи-
чен плазмиде вирулентности pK2044 и содержал последова-
тельности генов, кодирующих синтез сидерофора сальмохе-
лина (iro) и RmpAб и в ряде случаев оперон микроцина 
E492 [2]. 

В ходе экспериментов, проведенных с использованием 
мышиной модели клебсиеллезной инфекции, установлено, 
что в процессе колонизации штаммами сКр слизистых обо-
лочек важную роль играют такие клеточные структуры и 
факторы, как капсульный полисахарид, липополисахарид, 
жирные кислоты и фосфолипиды, белок внешней мембра-
ны, белки фолдинга, элонгационный фактор белкового син-
теза, регулятор аэробного-анаэробного метаболизма, высо-
комолекулярные белки адгезии, О-сиалогликопротеиновая 
эндопептидаза, фермент метаболизма лактозы, циклогекса-
диенил-дегидратаза, α-глюкан-фосфорилаза, система се-
креции III типа, ДНК-праймаза, аденин-специфичная метила-
за, регуляторы метаболизма азота и др. [29]. 

У бактерий К.  pneumoniae обнаружены фимбрии I, III и 
VI типов. Наибольшее значение в колонизации имеют фим-
брии I и III типов, обеспечивающие адгезию к клеткам спец-
ифических тканей в пораженном организме, а также к абио-
тическим поверхностям (например, катетерам). У изолятов 
К.  pneumoniae адгезия преимущественно обеспечивается 
фимбриальными адгезинами типов I и III, но анализ геномов 
показывает, что они имеют и другие варианты фимбрий. 
Установлено, что наличие фимбрий I типа, кодируемых 
геном fimH, ассоциировано со штаммами К. pneumoniae, вы-
зывающими инфекции мочевыводящих путей [27]. Фимбрии 
III типа обеспечивают прикрепление бактерий к поверхности 
эпителия трахеи и к компонентам базальной мембраны мо-
чевыводящих путей, а также играют роль в образовании 
биопленок. Так, среди клебсиелл, выделенных при циститах, 

не менее 80–90% штаммов обладают фимбриями этого 
типа, а при пиелонефритах – 60–70% штаммов [29].

Для микроорганизмов предпочтительными источниками 
азота обычно являются определенные азотистые соедине-
ния, но, когда эти основные источники отсутствуют или на-
ходятся в недостаточной концентрации, могут быть исполь-
зованы и другие источники азота, такие как пурины, белки 
или аллантоин. Показано, что штаммы К.  pneumoniae спо-
собны использовать аллантоин в качестве источника углеро-
да, азота и энергии, как в аэробных, так и в анаэробных ус-
ловиях. За утилизацию аллантоина отвечает хромосомный 
регион размером 22 т.п.н., включающий в себя 13 генов. 
Аллантоиновый регулон состоит из трех структурных оперо-
нов, экспрессирующихся с промоторов allАp, gclp и allDp, и 
двух регуляторов, кодируемых генами allR и allS. Ген allR 
является репрессором регулона, в то время как ген allS – ак-
тиватором, который взаимодействует только с allDp [30]. 

У штаммов К.  pneumoniae subsp. pneumoniae выявлены 
энтеротоксины LT и ST. Активность энтеротоксинов ST реа-
лизуется через активацию гуанилатциклазной системы с 
последующим выходом из клетки ионов и макромолекул. 
Энтеротоксины LT кодируются хромосомными генами, они 
проявляют цитотоксичность в отношении клеток разных 
типов, вызывая приток жидкости в подслизистую оболочку 
кишечника [31]. 

Клебсиеллы продуцируют широкий спектр экзофермен-
тов, проявляющих цитотоксическую активность в отношении 
различных клеток за счет разрушения РНК, ДНК, гиалуроно-
вой и нейраминовой кислот [31]. 

Таким образом, в современной научной литературе к ос-
новным факторам вирулентности разных штаммов 
К. pneumoniae относят достаточно широкий круг признаков, 
детерминируемых генами, локализованными в хромосоме и 
на плазмидах.

Клиническое значение штаммов K. pneumoniae 
Клебсиеллы вызывают широкий спектр заболеваний у 

человека. Основные клинические формы – инфекции крово-
тока, поражения респираторного тракта, инфекции мочевы-
водящих путей, инфекции ЦНС, поражения желудочно-ки-
шечного тракта. Инфекции кровотока, вызванные К. pneumo- 
niae, наиболее характерны для детей, лиц пожилого возрас-
та и пациентов с ослабленной иммунной системой, а также 
пациентов, которым проводили инвазивные процедуры – ка-
тетеризацию кровеносных сосудов, цистоскопию, хирургиче-
ские вмешательства или назначали нерациональную анти-
биотикотерапию. Такие инфекции кровотока часто носят 
характер моноинфекций, летальность при этом достигает 
50–60% [26]. 

Поражения респираторного тракта, вызываемые 
К. pneumoniae, достаточно разнообразны в зависимости от 
подвида возбудителя. К. pneumoniae subsp. pneumoniae  – 
один из основных возбудителей воспалительных заболева-
ний верхних дыхательных путей (бронхитов и бронхопнев-
моний), как госпитальных, так и внебольничных. Инфекции 
нижних дыхательных путей (пневмонии) часто развивают-
ся у лиц с хроническими поражениями респираторного 
тракта либо на фоне общего ослабления организма. 
Показано, что у лиц пожилого возраста (61–88 лет) штам-
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мы К. pneumoniae вызывает воспаление легких достаточно 
часто – в 42% случаев. К. pneumoniae subsp. ozaenae из-
вестна как возбудитель хронических воспалительных за-
болеваний верхних дыхательных путей, например хрониче-
ского атрофического ринита с поражением подлежащих 
костей и образованием корок, который может распростра-
няться на глотку, гортань и трахею и приводить к потере 
обоняния. Описаны случаи инфекций кровотока, вызван-
ных К. ozaenae, у лиц пожилого возраста или ослабленных 
пациентов, например после пересадки почки. Также опи-
сан уникальный случай, когда К.  ozaenae явилась причи-
ной тяжелого сепсиса у молодого практически здорового 
человека. К. pneumoniae subsp. rhinoscleromatis выступает 
возбудителем риносклеромы – хронического заболевания 
дыхательных путей, характеризующегося их обструкцией 
вследствие прогрессирующего кислородного голодания и 
инфекционной интоксикации [32].

Инфекции мочевыводящих путей, вызываемые К. pneumo- 
niae subsp. pneumoniae (14–20% от общего количества), 
чаще носят госпитальный характер, обычно связаны с кате-
теризацией мочевых путей, их клиника варьирует от бессим-
птомной бактериурии до циститов, пиелонефритов и абсцес-
сов почек.

Инфекции ЦНС, вызываемые К.  pneumoniae subsp. 
pneumoniae, наблюдаются сравнительно редко, чаще у 
детей младшего возраста и мужчин после операций на ЦНС, 
гемодиализа или на фоне цирроза печени, сахарного диа-
бета, онкологических и гематологических заболеваний, им-
мунодефицита и др.; ~30% этих инфекций носят госпиталь-
ный характер [31].

Некротические энтероколиты – одно из наиболее серьез-
ных желудочно-кишечных заболеваний у новорожденных 
детей, особенно родившихся с недостаточным весом или 
недоношенных. Данное заболевание описано как в виде 
спорадических случаев, так и в виде вспышек. Уровень 
смертности составляет 6% (с разбросом от 0 до 88%) [33]. 

Описанные в ряде случаев поражения кожи, вызванные 
клебсиеллами, связаны с определенными локальными фак-
торами, иммунодефицитом пациента и повышенной способ-
ностью к адгезии и вирулентностью возбудителя [31].

Эндогенные эндофтальмиты – достаточно редкий инфек-
ционный процесс, который может приводить к вторичной 
диссеминации патогена во внутриглазную полость из очага, 
находящегося вне глаза. К. pneumoniae является возбудите-
лем данного заболевания в Азии в 10–15 раз чаще, чем 
другие патогены. Установлено, что эндогенные эндофталь-
миты чаще всего вызывают клебсиеллы типов К1 и К2 [31].

Абсцессы печени  – инвазивный инфекционный процесс, 
вызываемый hvKp, описанный как эмерджентное заболева-
ние в странах Азии, а затем регистрируемый по всему миру. 
Данный процесс характеризуется тем, что возбудитель 
может быстро диссеминировать по организму и вызвать до-
полнительные инфекционные осложнения, такие как септи-
ческий тромбофлебит и др. Для выживания пациентов с 
этим инвазивным синдромом очень важны быстрая поста-
новка диагноза и выбор адекватной антибиотикотерапии в 
сочетании с хирургическим вмешательством [31].

Клебсиеллы могут вызвать у ослабленных лиц такие 
вторичные инфекции, как эндокардит, васкулит, острый 

холецистит, абсцесс средостения, перитонит, мионекроз, 
остеомиелит, ретрофарингеальный абсцесс, отит, перио-
донтит и др. [31]. 

�Резистентность K. pneumoniae к антимикробным 
химиопрепаратам, генетические детерминанты
Главным механизмом резистентности штаммов 

K. pneumoniae к антибактериальным химиопрепаратам явля-
ется продукция БЛРС. Среди нозокомиальных штаммов 
K. pneumoniae, выделенных в России в 2015–2016 гг., 75,6% 
изолятов были продуцентами БЛРС, 90,2% изолятов – устой-
чивы к цефотаксиму, 51,2%  – к фосфомицину, 26,5%  – к 
карбапенемам, 9,4%  – к колистину [34]. У штаммов 
K. pneumoniae выявлены БЛРС класса А (SHV, TEM, CTX-M, 
PER, KPS, GES), класса B (IMP, VIM, NDM, GIM, SIM), класса 
С (CMY, FOX, MOX, DHA) и класса D (OXA) [35]. Устойчивость 
к β-лактамным антибиотикам может быть также связана с 
модификацией пенициллиносвязывающих белков, актива-
цией эффлюкс-насосов (AcrAB-TolC, KpnGH, KpnEF), а также 
изменением поринов (OmpK35, OmpK36, LamB, PhoE, KpnO), 
обеспечивающих транспорт β-лактамов внутрь бактериаль-
ной клетки [36]. Резистентность к фторхинолонам может 
быть связана с мутациями в генах, кодирующих ДНК-гиразу 
(gyrA), топоизомеразу IV (parC); с потерей порина ОmpK35; 
инактивацией фторхинолонов аминогликозид-ацетилтранс-
феразой AAC(6’)-Ib; с белками, экранирующими мишени 
фторхинолонов (qnr), гены которых локализованы на плаз-
мидах; гиперфункцией эффлюкс-насосов AcrAB-TolC, KmrA, 
KpnGH, эффлюкс-насосов цитоплазматической мембраны 
(гены oxqAB и qepA) и др. [36]. Резистентность к аминогли-
козидам связана с инактивацией аминогликозидов амино-
гликозид-ацетилтрансферазой AAC(6’)-Ib и аминогликозид-
фосфотрансферазой (APH); метилированием 16S рРНК ме-
тилтрансферазами, включая метилтрансферазы ArmА, 
RmtB, RmtC и др.; мутациями в гене rrs, кодирующем 16S 
РНК; гиперфункцией эффлюкс-насоса AcrAD и др. [37, 38]. 
Резистентность к колистину связана с мутациями в гене 
mgrB, ответственном за регуляцию синтеза липополисаха-
рида; наличием плазмидных генов mcr типа, кодирующих 
фосфатидилэтаноламинотрансферазу и др. [35, 39].

Штаммы hvKp в первые несколько десятилетий после их 
выявления характеризовались чувствительностью ко мно-
гим антибиотикам. Так, уровень распространенности штам-
мов, продуцирующих БЛРС среди hvKp, вызывающих бакте-
риемию, составлял <5%, при этом уровень штаммов, устой-
чивых дополнительно к любому другому антибиотику, со-
ставлял ≤2% [40]. Однако спустя почти четыре десятилетия 
появились устойчивые к антибиотикам изоляты hvKp, пред-
ставляющие большую клиническую значимость. В исследо-
вании 2016 г., проведенном в Китае, отмечено, что 57% 
штаммов hvKp, вызывающих инфекции кровотока, продуци-
ровали карбапенемазы [41]. При этом наблюдались два типа 
конвергенции: приобретение изолятами cKp генов или целых 
плазмид вирулентности и приобретение изолятами hvKp 
генов устойчивости к антибиотикам, хромосомной или плаз-
мидной локализации. Среди клинических штаммов 
K. pneumoniae, устойчивых к карбапенемам, доля hvKp была 
близка к 10% [42]. Это связано с тем, что гены, кодирующие 
вирулентность и устойчивость к антибиотикам, часто распо-



63

Молекулярно-генетические особенности Klebsiella pneumoniae и продукция микроцинов

Molecular genetic features of Klebsiella pneumoniae and production of microcins

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

лагаются на мобильных генетических элементах, таких как 
плазмиды и интегративные коньюгативные элементы [43]. 

Исследования штаммов K. pneumoniae, проводимые миро-
вым научным сообществом, позволили выявить гены устойчи-
вости к противомикробным препаратам во многих изолятах, 
относящихся к ST43 и K2-типу, а также ST23 и K1-типу и др. 
Обнаружены штаммы, несущие две и более плазмид, которые 
представляли собой большие гибридные плазмиды вирулент-
ности и антибиотикоустойчивости и несли гены резистентно-
сти к карбапенемам blaKPC-2 и др. [44]. Например, штамм hvKp 
с множественной лекарственной устойчивостью, выделенный 
в Китае, относится к ST23 и K1-типу, имеет большинство 
генов вирулентности hvKp, но также содержит гибридную 
плазмиду вирулентности/резистентности к антибиотикам, ко-
торая кодирует сальмохелин, rmpA/rmpA2 и blaCTX-M-24. В хромо-
соме данного штамма выявлены дополнительные гены устой-
чивости к антибиотикам: blaSHV-36, oqxA/oqxB и fosA [45]. 

В Российской Федерации карбапенемрезистентные 
штаммы K. pneumoniae hvKp выявлены среди генетических 
линий сиквенс-типов ST15, ST147, ST395 и ST874. Например, 
были описаны штаммы K. pneumoniae, выделенные от ней-
рохирургических больных, госпитализированных в отделе-
ния реанимации и интенсивной терапии г. Москвы, которые 
одновременно несли три гена карбапенемаз – blaNDM-1, blaKPC-2 
и blaOXA–48, а также ген цефалоспориназы blaCTX–M-15 и два ин-
тегрона класса 1 [46]. Описаны близкородственные штаммы 
K. pneumoniae ST39, капсульного типа К23, выделенные от 
нейрохирургических больных, несущих одновременно три 
крупные плазмиды групп IncHI1B, IncC и IncFIB, имеющих в 
своем составе гены карбапенемаз трех типов: blaOXA-48, 
blaNDM-1 и blaKPC-2 соответственно. Первая из них представляла 
собой гибридную плазмиду, объединяющую два участка 
генов устойчивости (blaOXA-48 и blaTEM-1, blaCTX-M-15, blaOXA-1, catB, 
qnrS1, int1) и участок генов вирулентности (iucABCD, iutA, 
terC и rmpA2::IS110) и обладала высокой степенью гомоло-
гии для всех изученных в работе штаммов [47]. 

Микроцины, продуцируемые штаммами K. pneumoniae 
Микроцины представляют собой не-SOS-индуцируемые 

низкомолекулярные (<10 кДа) пептиды, участвующие в кон-
курентных взаимодействиях между представителями семей-
ства Enterobacteriaceae в кишечной микрофлоре [48]. 
Сообщалось, что они регулируют микробные сообщества, 
влияя на бактериальные взаимодействия внутри микробных 
экосистем. Их разделяют на две категории в зависимости от 
молекулярной массы, наличия дисульфидных связей и пост-
трансляционных модификаций [49].

Микроцины класса I представляют собой посттрансляци-
онно модифицированные пептиды с низкой молекулярной 
массой (<5 кДа), такие как микроцины B17, C7/C51 и J25, 
продуцируемые Escherichia coli; микроцины класса II пред-
ставляют собой более крупные пептиды (от 5 до 10 кДа) [50]. 
Класс II делится на два подкласса: подкласс IIa, объединяю-
щий микроцины, некоторые из которых имеют дисульфид-
ные связи, но не имеют дальнейших посттрансляционных 
модификаций, и подкласс IIb, представители которого явля-
ются линейными пептидами с посттрансляционными моди-
фикациями на С-конце. Пептиды подкласса IIa включают 
микроцины MccL, MccV и Mcc24, продуцируемые E. coli, а 

подкласса IIb  – микроцин MccE492, продуцируемый 
K.  pneumoniae, и микроцины MccM и MccH47, продуцируе-
мые E. coli. Механизмы их действия связаны с образованием 
пор, нуклеазной активностью (ДНКаза и РНКаза) и ингиби-
рованием синтеза белка или репликации ДНК [48].

Установлено, что 32,8% штаммов K. pneumoniae продуци-
руют по крайней мере один тип бактериоцина. У разных ге-
нетических вариантов отмечена продукция различных типов 
бактериоцинов; при этом у представителей некоторых ST 
бактериоцины не обнаружены. В геномах штаммов 
K. pneumoniae наиболее часто закодирован микроцин Е492 
(14,4%), который выявлен преимущественно у изолятов 
ST23. Штаммы K.  pneumoniae   – продуценты микроцина 
Е492 проявляли промежуточную активность в отношении 
штаммов рода Klebsiella, Enterobacter cloacae, P. aeruginosa, 
Pseudomonas fluorescens, Acinetobacter nosocomialis, 
Acinetobacter bayly, Stenotropomonas maltophilia и др. Кроме 
того, они также имели активность против Streptococcus 
mutans. Клоацин-подобный бактериоцин обнаружен у 7,2% 
штаммов K. pneumoniae, причем все они были изолятами, не 
относящимися к ST23, и проявляли ингибирующую актив-
ность в отношении близкородственных видов, главным об-
разом Klebsiella spp. Клебицин Б-подобный бактериоцин об-
наружен в 9,4% случаев. Другие бактериоцины, такие как 
микроцин S-подобный, микроцин B17 и клебицин C-подоб- 
ный, были выявлены с более низкой частотой и имели огра-
ниченную ингибирующую активность [50].

Оперон микроцина E492 размером ~13 т.п.н. объединяет 
не менее 10 генов, в т.ч. гены, роль которых в синтезе дан-
ного микроцина не установлена. Фрагмент хромосомной 
ДНК K. pneumoniae штамма RYC492, ответственный за про-
дукцию микроцина Е492 и иммунитет к нему, был клониро-
ван, кластер генов охарактеризован [51]. Сравнение амино-
кислотных последовательностей микроцина Е492, получен-
ных из очищенного пептида или из последовательности гена 
методом обратной транскрипции, позволило выявить моле-
кулу-предшественника, состоящую из 103 аминокислотных 
остатков, которая в дальнейшем расщепляется на гидро-
фобную часть и зрелый пептид из 84 анионных остатков с 
молекулярной массой 7886 Да. Микроцин Е492 способен 
образовывать ионные каналы в плоских бислоях бактери-
альной мембраны, что, однако, не вызывает значительного 
увеличения ее проницаемости [52]. Предшественник микро-
цина подвергается посттрансляционной модификации, в 
процессе гликозилирования С-концевой серин связывается 
с линейным тримером N-2,3-(дигидроксибензоил)-L-серина, 
который представляет собой сидерофор катехола. Данные 
молекулы связываются с железом и импортируют его в клет-
ки через высокоаффинные рецепторы. Комплекс сидеро-
фор-микроцин связывает трехвалентное железо через кате-
холатный рецептор и выступает как сидерофор. Микроцин 
E492 распознает FepA, Fiu и/или Cir как рецепторы внешней 
мембраны, при этом основным рецептором является FepA. 
Комплекс белков внутренней мембраны TonB-ExbB-ExbD 
через движущую силу протонов мембраны передает энер-
гию внешней мембране, что приводит к попаданию микро-
цина внутрь. В периплазматическом пространстве микроцин 
E492 взаимодействует с белками внутренней мембраны 
ManY/ManZ, маннозной пермеазы, что индуцирует пороо-
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бразование, а также деполяризацию внутренней мембраны, 
опосредованную TonB, вызывая гибель бактериальных кле-
ток [50]. В дальнейшем предстоит выяснить, имеет ли микро-
цин другие мишени в цитоплазме клетки. 

Заключение
Широкое распространение гипервирулентных штаммов 

K. pneumoniae (hvKp), обладающих детерминантами множе-
ственной лекарственной устойчивости, – серьезная причина 
для беспокойства ученых и медицинских работников во всем 
мире. Важнейшим клинически значимым признаком данных 
штаммов, который должен учитываться при эпидемиологи-
ческом надзоре, лечении, а также при разработке диагно-
стических тест-систем и новых антимикробных препаратов, 
является сочетание фенотипов вирулентности и устойчиво-
сти к противомикробным препаратам. Бактериоцины  – ве-
щества, продуцируемые бактериями, в т.ч. K.  pneumoniae, 
которые обладают антибактериальной активностью. 
Изучение бактериоцинов, а именно микроцинов, создает 
основу для их потенциального применения в качестве пре-
паратов для лечения инфекций, вызванных бактериями с 
множественной лекарственной устойчивостью.

Информация о финансировании 
Работа выполнена в рамках отраслевой программы 

Роспотребнадзора.
Financial support 
The work was supported by the Sectoral Scientific Program of 

Rospotrebnadzor.

Конфликт интересов 
Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Conflict of interest 
The authors declare that there is no conflict of interest.

Литература / References

1. �Li B, Zhao Y, Liu C, Chen Z, Zhou D. Molecular pathogenesis of Klebsiella 

pneumoniae. Future Microbiol. 2014;9(9):1071-81. DOI: 10.2217/fmb.14.48

2. �Russo TA, Marr CM. Hypervirulent Klebsiella pneumoniae. Clin Microbiol Rev. 

2019 May 15;32(3):e00001-19. DOI: 10.1128/CMR.00001-19

3. �Starkova P, Lazareva I, Avdeeva A, Sulian O, Likholetova D, Ageevets V, et al. 

Emergence of Hybrid Resistance and Virulence Plasmids Harboring New Delhi 

Metallo-β-Lactamase in Klebsiella pneumoniae in Russia. Antibiotics (Basel). 

2021 Jun 9;10(6):691. DOI: 10.3390/antibiotics10060691

4. �Hennequin C, Robin F. Correlation between antimicrobial resistance and virulence 

in Klebsiella pneumoniae. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2016;35(3):333-41. DOI: 

10.1007/s10096-015-2559-7

5. �Santajit S, Indrawattana N. Mechanisms of Antimicrobial Resistance in ESKAPE 

Pathogens. Biomed Res Int. 2016;2016:2475067. DOI: 10.1155/2016/2475067

6. �Kochan TJ, Nozick SH, Valdes A, Mitra SD, Cheung BH, Lebrun-Corbin M, et al. 

Klebsiella pneumoniae clinical isolates with features of both multidrug-resistance 

and hypervirulence have unexpectedly low virulence. Nat Commun. 2023 Dec 

2;14(1):7962. DOI: 10.1038/s41467-023-43802-1

7. �Tang M, Kong X, Hao J, Liu J. Epidemiological Characteristics and Formation 

Mechanisms of Multidrug-Resistant Hypervirulent Klebsiella pneumoniae. Front 

Microbiol. 2020 Nov 20;11:581543. DOI: 10.3389/fmicb.2020.581543

8. �Arranz R, Mercado G, Martín-Benito J, Giraldo R, Monasterio O, Lagos R, et al. 

Structural characterization of microcin E492 amyloid formation: Identification of 

the precursors. J Struct Biol. 2012 Apr;178(1):54-60. DOI: 10.1016/j.

jsb.2012.02.015

9. �Gorrie CL, Mirceta M, Wick RR, Edwards DJ, Thomson NR, Strugnell RA, et al. 

Gastrointestinal Carriage Is a Major Reservoir of Klebsiella pneumoniae Infection 

in Intensive Care Patients. Clin Infect Dis. 2017 Jul 15;65(2):208-215. DOI: 

10.1093/cid/cix270

10. �Lin YT, Siu LK, Lin JC, Chen TL, Tseng CP, Yeh KM, et al. Seroepidemiology of 

Klebsiella pneumoniae colonizing the intestinal tract of healthy Chinese and 

overseas Chinese adults in Asian countries. BMC Microbiol. 2012 Jan 19;12:13. 

DOI: 10.1186/1471-2180-12-13

11. �Chung DR, Lee H, Park MH, Jung SI, Chang HH, Kim YS, et al. Fecal carriage of 

serotype K1 Klebsiella pneumoniae ST23 strains closely related to liver abscess 

isolates in Koreans living in Korea. Eur J Clin Microbiol Infect Dis. 2012 

Apr;31(4):481-6. DOI: 10.1007/s10096-011-1334-7

12. �Schweizer C, Bischoff P, Bender J, Kola A, Gastmeier P, Hummel M, et al. 

Plasmid-Mediated Transmission of KPC-2 Carbapenemase in Enterobacteriaceae 

in Critically Ill Patients. Front Microbiol. 2019 Feb 19;10:276. DOI: 10.3389/

fmicb.2019.00276

13. �Shaidullina ER, Schwabe M, Rohde T, Shapovalova VV, Dyachkova MS, 

Matsvay AD, et al. Genomic analysis of the international high-risk clonal lineage 

Klebsiella pneumoniae sequence type 395. Genome Med. 2023 Feb 13;15(1):9. 

DOI: 10.1186/s13073-023-01159-6

14. �Bialek-Davenet S, Criscuolo A, Ailloud F, Passet V, Jones L, Delannoy-Vieillard AS, 

et al. Genomic definition of hypervirulent and multidrug-resistant Klebsiella 

pneumoniae clonal groups. Emerg Infect Dis. 2014 Nov;20(11):1812-20. DOI: 

10.3201/eid2011.140206

15. �Russo TA, Olson R, Fang CT, Stoesser N, Miller M, MacDonald U, et al. 

Identification of Biomarkers for Differentiation of Hypervirulent Klebsiella 

pneumoniae from Classical K. pneumoniae. J Clin Microbiol. 2018 Aug 

27;56(9):e00776-18. DOI: 10.1128/JCM.00776-18

16. �Lee CR, Lee JH, Park KS, Jeon JH, Kim YB, Cha CJ, et al. Antimicrobial Resistance 

of Hypervirulent Klebsiella pneumoniae: Epidemiology, Hypervirulence-Associated 

Determinants, and Resistance Mechanisms. Front Cell Infect Microbiol. 2017 Nov 

21;7:483. DOI: 10.3389/fcimb.2017.00483

17. �Arca-Suárez J, Rodiño-Janeiro BK, Pérez A, Guijarro-Sánchez P, Vázquez-Ucha JC, 

Cruz F, et al.; GEMARA-SEIMC/REIPI Enterobacterales Study Group. Emergence of 

16S rRNA methyltransferases among carbapenemase-producing Enterobacterales 

in Spain studied by whole-genome sequencing. Int J Antimicrob Agents. 2022 

Jan;59(1):106456. DOI: 10.1016/j.ijantimicag.2021.106456

18. �Loucif L, Kassah-Laouar A, Saidi M, Messala A, Chelaghma W, Rolain JM. 

Outbreak of OXA-48-Producing Klebsiella pneumoniae Involving a Sequence Type 

101 Clone in Batna University Hospital, Algeria. Antimicrob Agents Chemother. 

2016 Nov 21;60(12):7494-7497. DOI: 10.1128/AAC.00525-16

19. �Low YM, Yap PS, Abdul Jabar K, Ponnampalavanar S, Karunakaran R, 

Velayuthan R, et al. The emergence of carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae 

in Malaysia: correlation between microbiological trends with host characteristics 

and clinical factors. Antimicrob Resist Infect Control. 2017 Jan 7;6:5. DOI: 

10.1186/s13756-016-0164-x

20. �Pendleton JN, Gorman SP, Gilmore BF. Clinical relevance of the ESKAPE pathogens. 

Expert Rev Anti Infect Ther. 2013 Mar;11(3):297-308. DOI: 10.1586/eri.13.12

21. �Kong Q, Beanan JM, Olson R, Macdonald U, Shon AS, Metzger DJ, et al. Biofilm 

formed by a hypervirulent (hypermucoviscous) variant of Klebsiella pneumoniae 

does not enhance serum resistance or survival in an in vivo abscess model. 

Virulence. 2012 May 1;3(3):309-18. DOI: 10.4161/viru.20383

22. �Cano V, March C, Insua JL, Aguiló N, Llobet E, Moranta D, et al. Klebsiella 

pneumoniae survives within macrophages by avoiding delivery to lysosomes. Cell 

Microbiol. 2015 Nov;17(11):1537-60. DOI: 10.1111/cmi.12466

23. �Dai P, Hu D. The making of hypervirulent Klebsiella pneumoniae. J Clin Lab Anal. 

2022 Dec;36(12):e24743. DOI: 10.1002/jcla.24743



65

Молекулярно-генетические особенности Klebsiella pneumoniae и продукция микроцинов

Molecular genetic features of Klebsiella pneumoniae and production of microcins

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

24. �Wei DD, Wan LG, Deng Q, Liu Y. Emergence of KPC-producing Klebsiella 

pneumoniae hypervirulent clone of capsular serotype K1 that belongs to sequence 

type 11 in Mainland China. Diagn Microbiol Infect Dis. 2016 Jun;85(2):192-4. DOI: 

10.1016/j.diagmicrobio.2015.03.012

25. �March C, Cano V, Moranta D, Llobet E, Pérez-Gutiérrez C, Tomás JM, et al. Role 

of bacterial surface structures on the interaction of Klebsiella pneumoniae with 

phagocytes. PLoS One. 2013;8(2):e56847. DOI: 10.1371/journal.pone.0056847

26. �Russo TA, Shon AS, Beanan JM, Olson R, MacDonald U, Pomakov AO, et al. 

Hypervirulent K. pneumoniae secretes more and more active iron-acquisition 

molecules than "classical" K. pneumoniae thereby enhancing its virulence. PLoS 

One. 2011;6(10):e26734. DOI: 10.1371/journal.pone.0026734

27. �Struve C, Roe CC, Stegger M, Stahlhut SG, Hansen DS, Engelthaler DM, et al. 

Mapping the Evolution of Hypervirulent Klebsiella pneumoniae. mBio. 2015 Jul 

21;6(4):e00630. DOI: 10.1128/mBio.00630-15

28. �Lepuschitz S, Schill S, Stoeger A, Pekard-Amenitsch S, Huhulescu S, Inreiter N, et 

al. Whole genome sequencing reveals resemblance between ESBL-producing and 

carbapenem resistant Klebsiella pneumoniae isolates from Austrian rivers and 

clinical isolates from hospitals. Sci Total Environ. 2019 Apr 20;662:227-235. DOI: 

10.1016/j.scitotenv.2019.01.179

29. �Shon AS, Bajwa RP, Russo TA. Hypervirulent (hypermucoviscous) Klebsiella 

pneumoniae: a new and dangerous breed. Virulence. 2013 Feb 15;4(2):107-18. 

DOI: 10.4161/viru.22718

30. �Chou HC, Lee CZ, Ma LC, Fang CT, Chang SC, Wang JT. Isolation of a 

chromosomal region of Klebsiella pneumoniae associated with allantoin 

metabolism and liver infection. Infect Immun. 2004 Jul;72(7):3783-92. DOI: 

10.1128/IAI.72.7.3783-3792.2004

31. �Поздеев ОК, Федоров РВ. Энтеробактерии: руководство для врачей. М.: 

ГЭОТАР-Медиа, 2007;322-349. / Pozdeev OK, Fedorov RV. Enterobakterii: 

rukovodstvo dlya vrachei. M.: GEOTAR-Media Publ., 2007;322-349. (In Russian).

32. �Ahmed SM, Jakribettu RP, Meletath SK, B A, Vpa S. Lower Respiratory Tract 

Infections (LTRIs): An Insight into the Prevalence and the Antibiogram of the Gram 

Negative, Respiratory, Bacterial Agents. J Clin Diagn Res. 2013 Feb;7(2):253-6. 

DOI: 10.7860/JCDR/2013/5308.2740

33. �Zhang S, Yang G, Ye Q, Wu Q, Zhang J, Huang Y. Phenotypic and Genotypic 

Characterization of Klebsiella pneumoniae Isolated From Retail Foods in China. 

Front Microbiol. 2018 Mar 1;9:289. DOI: 10.3389/fmicb.2018.00289

34. �Сухорукова МВ, Эйдельштейн МВ, Иванчик НВ, Склеенова ЕЮ, Шайдуллина ЭР, 

Азизов ИС, и др.; исследовательская группа «МАРАФОН». 

Антибиотикорезистентность нозокомиальных штаммов Enterobacterales в 

стационарах России: результаты многоцентрового эпидемиологического 

исследования «МАРАФОН 2015–2016». Клиническая микробиология и анти-

микробная химиотерапия. 2019;21(2):147-159. / Sukhorukova MV, 

Edelstein  MV, Ivanchik NV, Skleenova EYu, Shajdullina ER, Azizov IS, et al.; 

issledovatel'skaya gruppa «MARAFON». Antimicrobial resistance of nosocomial 

Enterobacterales isolates in Russia: results of multicenter epidemiological study 

“MARATHON 2015–2016”. Clinical Microbiology and Antimicrobial Chemotherapy. 

2019; 21(2):147-159. DOI: 10.36488/cmac.2019.2.147-159 (In Russian).

35. �Чеботарь ИВ, Бочарова ЮА, Подопригора ИВ, Шагин ДА. Почему Klebsiella 

pneumoniae становится лидирующим оппортунистическим патогеном. 

Клиническая микробиология и антимикробная химиотерапия. 2020;22(1):4-

19. / Chebotar IV, Bocharova YuA, Podoprigora IV, Shagin DA. The reasons why 

Klebsiella pneumoniae becomes a leading opportunistic pathogen. Clinical 

Microbiology and Antimicrobial Chemotherapy. 2020;22(1):4-19. DOI: 10.36488/

cmac.2020.1.4-19 (In Russian).

36. �Pulzova L, Navratilova L, Comor L. Alterations in outer membrane permeability 

favor drug-resistant phenotype of Klebsiella pneumoniae. Microbi Drug Resist. 

2017;23(4):413-420. DOI: 10.1089/mdr.2016.0017

37. �Heidary M, Bahramian A, Hashemi A, Goudarzi M, Omrani VF, Eslami G, et al. 

Detection of acrA, acrB, aac (6')-Ib-cr, and qepA genes among clinical isolates of 

Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae. Acta Microbiol Immunol Hung. 

2017;64(1):63-69. DOI: 10.1556/030.63.2016.011

38. �Xiaoliang W, Huiming H, Chunlei C, Beiwen Z. Genomic characterisation of a 

colistin-resistant Klebsiella pneumoniae ST11 strain co-producing KPC-2, FloR, 

CTX-M-55, SHV-12, FosA and RmtB causing a lethal infection. J Glob Antimicrob 

Resist. 2019;19:78-80. DOI: 10.1016/j.jgar.2019.08.023

39. �Nishida S, Ono Y. Genomic analysis of a pan-resistant Klebsiella pneumoniae 

sequence type 11 identified in Japan in 2016. Int J Antimicrob Agents. 2020 

Apr;55(4):105854. DOI: 10.1016/j.ijantimicag.2019.11.011

40. �Fang CT, Lai SY, Yi WC, Hsueh PR, Liu KL, Chang SC. Klebsiella pneumoniae 

genotype K1: an emerging pathogen that causes septic ocular or central nervous 

system complications from pyogenic liver abscess. Clin Infect Dis. 2007 Aug 

1;45(3):284-93. DOI: 10.1086/519262

41. �Li J, Ren J, Wang W, Wang G, Gu G, Wu X, et al. Risk factors and clinical outcomes 

of hypervirulent Klebsiella pneumoniae induced bloodstream infections. Eur J Clin 

Microbiol Infect Dis. 2018 Apr;37(4):679-689. DOI: 10.1007/s10096-017-3160-z

42. �Zhan L, Wang S, Guo Y, Jin Y, Duan J, Hao Z, et al. Outbreak by Hypermucoviscous 

Klebsiella pneumoniae ST11 Isolates with Carbapenem Resistance in a Tertiary 

Hospital in China. Front Cell Infect Microbiol. 2017 May 16;7:182. DOI: 10.3389/

fcimb.2017.00182

43. �Choby JE, Howard-Anderson J, Weiss DS. Hypervirulent Klebsiella pneumoniae – 

clinical and molecular perspectives. J Intern Med. 2020 Mar;287(3):283-300. DOI: 

10.1111/joim.13007

44. �Karlsson M, Stanton RA, Ansari U, McAllister G, Chan MY, Sula E, et al. 

Identification of a Carbapenemase-Producing Hypervirulent Klebsiella pneumoniae 

Isolate in the United States. Antimicrob Agents Chemother. 2019 Jun 

24;63(7):e00519-19. DOI: 10.1128/AAC.00519-19

45. �Shen D, Ma G, Li C, Jia X, Qin C, Yang T, et al. Emergence of a Multidrug-Resistant 

Hypervirulent Klebsiella pneumoniae Sequence Type 23 Strain with a Rare  

blaCTX-M-24-Harboring Virulence Plasmid. Antimicrob Agents Chemother. 2019 Feb 

26;63(3):e02273-18. DOI: 10.1128/AAC.02273-18

46. �Kuzina ES, Novikova TS, Astashkin EI, Fedyukina GN, Kislichkina AA, 

Kurdyumova NV, et al. Rectal and Tracheal Carriage of Carbapenemase Genes and 

Class 1 and 2 Integrons in Patients in Neurosurgery Intensive Care Unit. 

Antibiotics (Basel). 2022 Jul 3;11(7):886. DOI: 10.3390/antibiotics11070886

47. �Kuzina ES, Kislichkina AA, Sizova AA, Skryabin YP, Novikova TS, Ershova ON, et 

al. High-Molecular-Weight Plasmids Carrying Carbapenemase Genes blaNDM-1, 

blaKPC-2, and blaOXA-48 Coexisting in Clinical Klebsiella pneumoniae Strains of ST39. 

Microorganisms. 2023 Feb 11;11(2):459. DOI: 10.3390/microorganisms11020459

48. �Baquero F, Lanza VF, Baquero MR, Del Campo R, Bravo-Vázquez DA. Microcins in 

Enterobacteriaceae: Peptide Antimicrobials in the Eco-Active Intestinal 

Chemosphere. Front Microbiol. 2019 Oct 9;10:2261. DOI: 10.3389/

fmicb.2019.02261

49. �Yang SC, Lin CH, Sung CT, Fang JY. Antibacterial activities of bacteriocins: 

application in foods and pharmaceuticals. Front Microbiol. 2014 May 26;5:241. 

DOI: 10.3389/fmicb.2014.00241

50. �Le MN, Nguyen TH, Trinh VM, Nguyen TP, Kawada-Matsuo M, Kayama S, et al. 

Comprehensive Analysis of Bacteriocins Produced by the Hypermucoviscous 

Klebsiella pneumoniae Species Complex. Microbiol Spectr. 2023 Jun 

15;11(3):e0086323. DOI: 10.1128/spectrum.00863-23

51. �Wilkens M, Villanueva JE, Cofré J, Chnaiderman J, Lagos R. Cloning and 

expression in Escherichia coli of genetic determinants for production of and 

immunity to microcin E492 from Klebsiella pneumoniae. J Bacteriol. 1997 

Aug;179(15):4789-94. DOI: 10.1128/jb.179.15.4789-4794.1997

52. �Destoumieux-Garzón D, Thomas X, Santamaria M, Goulard C, Barthélémy M, 

Boscher B, et al. Microcin E492 antibacterial activity: evidence for a TonB-

dependent inner membrane permeabilization on Escherichia coli. Mol Microbiol. 

2003 Aug;49(4):1031-41. DOI: 10.1046/j.1365-2958.2003.03610.x



66

М.А.Евсеева и др. / Бактериология, 2024, т. 9, №2, с. 58–66

M.A.Evseeva at al. / Bacteriology, 2024, volume 9, No 2, с. 58–66

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

Информация о соавторах:

Авдеева Виктория Алексеевна, младший научный сотрудник лаборатории 
антимикробных препаратов отдела молекулярной микробиологии 
ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора

Ларионова Ирина Андреевна, заместитель декана, главный специалист 
педиатрического факультета, старший преподаватель кафедры 
микробиологии им. доцента Б.М.Зельмановича ФГБОУ ВО 
«Красноярский государственный медицинский университет 
им. проф. В.Ф.Войно-Ясенецкого» Минздрава России

Коломбет Любовь Васильевна, доктор биологических наук, заведующая 
научной частью ФБУН «Государственный научный центр прикладной 
микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора

Хохлова Ольга Евгеньевна, доктор биологических наук, доцент, 
главный научный сотрудник лаборатории антимикробных препаратов отдела 
молекулярной микробиологии ФБУН «Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора

Information about co-authors:

Victoria A. Avdeeva, junior researcher at the laboratory of antimicrobial drugs, 
department of molecular microbiology, State Research Center for Applied 
Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor

Irina A. Larionova, Deputy Dean, Chief Specialist of the Pediatric Faculty, Senior 
Lecturer at the Associate prof. B.M.Zelmanovich Department of Microbiology, 
V.F.Voino-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Ministry 
of Healthcare of the Russian Federation

Lyubov V. Kolombet, PhD, DSc (Biological Sciences), head of the scientific 
department, State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology 
of Rospotrebnadzor

Olga E. Khokhlova, PhD, DSc (Biological Sciences), Associate Professor, 
Chief Researcher of the Laboratory of Antimicrobial Drugs, Department 
of Molecular Microbiology, State Research Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology of Rospotrebnadzor

Н о в о с т и  н а у к и

Борьба с туберкулезом

Исследователи выявили новые молекулы антибиотиков, которые на-
правлены на Mycobacterium tuberculosis и делают ее менее патогенной 
для человека. Кроме того, некоторые из обнаруженных веществ могут 
позволить возобновить лечение туберкулеза имеющимися препарата-
ми – в том числе штаммов бактерии, которые уже выработали устойчи-
вость к лекарствам. 

Разработана альтернативная стратегия лечения заболевания. Были 
использованы высокопроизводительные методы на основе клеток-хозя-
ев, чтобы проверить способность молекул останавливать размножение 
бактерий в иммунных клетках человека: Из 10 000 молекул эта процеду-
ра позволила выделить несколько, свойства которых они более тщатель-
но изучили в ходе исследования.

В итоге исследователи выявили блокаторы вирулентности, использую-
щие структуры-мишени, принципиально отличные от тех, на которые нацелены классические антибиотики. Эти молекулы, 
вероятно, приводят к значительно меньшему селективному давлению на бактерию, а значит, и к меньшей резистентности.

Обнаружили, что некоторые из вновь выявленных химических веществ являются молекулами двойного действия. Они не 
только воздействуют на факторы вирулентности патогена, но и усиливают активность монооксигеназ – ферментов, необхо-
димых для активации обычного антибиотика этионамида. Этионамид – препарат, который уже много десятилетий использу-
ется для лечения туберкулеза. Это так называемое пролекарство – вещество, которое должно быть ферментативно активи-
ровано в бактерии, чтобы убить ее. Таким образом, открытые молекулы действуют как пролекарства, обеспечивая еще один 
альтернативный подход к разработке традиционных антибиотиков. Был расшифрован точный молекулярный механизм этого 
бустерного эффекта. Таким образом, в сочетании с этими новыми активными веществами лекарства, которые уже исполь-
зуются против туберкулеза, могут эффективно применяться и в будущем.

Это открытие предлагает несколько привлекательных отправных точек для разработки новых и крайне необходимых 
средств против туберкулеза.

Gries R, Chhen J, van Gumpel E, Theobald SJ, Sonnenkalb L, Utpatel C, et al.
Discovery of dual-active ethionamide boosters inhibiting the Mycobacteriumtuberculosis ESX-1 secretion system.

Cell Chem Biol. 2023 Dec 27:S2451-9456(23)00436-1. DOI: 10.1016/j.chembiol.2023.12.007
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В обзорной статье представлена актуальная информация о микробных биопленках, их архитектуре и формировании, 
истории и методах изучения, мерах борьбы. Акцент сделан в отношении микробных биопленок, имеющих значение в 
клинической медицине и производстве медицинских товаров, отмечены наиболее распространенные участники био-
пленок. 
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М икробная биопленка  – это сложная симбиотическая 
структура, образованная одним или несколькими 

видами микроорганизмов, образуемая на поверхностях и 
субстратах, как правило, встроенных в матрикс внеклеточ-
ных полимерных веществ. Биопленки формируются для 
защиты от воздействия окружающей среды, повышения 
выживаемости, улучшения условий роста и развития коло-
нии. В основе создания и формирования микробной био-
пленки лежат симбиотические взаимоотношения, обычные в 
природных сообществах среди как прокариот, так и эукари-
от, а также между организмами обоих надцарств. Микробные 
биопленки представляют собой сложную проблему в техни-
ческой промышленности, медицине, фармации и биотехно-
логии, решение которой может помочь в борьбе с этим уни-
кальным явлением в мире микробиологии. В этой связи 

систематизация и актуализация накопленных знаний о 
микробных биопленках являются важным аспектом в их 
изучении. 

�Исторические основы изучения биопленок 
и их значения в различных сферах 
народного хозяйства 
О микробных биопленках упоминали в своих работах еще 

основатели микробиологии. А.Левенгук (1632–1723) наблю-
дал их в виде зубного налета, Л.Пастер (1822–1895) – в виде 
скоплений клеток уксуснокислых бактерий в вине. В эколо-
гической и технической микробиологии было показано, что 
биопленки играют важную роль в биообрастании различных 
поверхностей, например, днища кораблей [1]. Скопления 
бактерий на поверхностях впервые стали предметом изуче-
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ния именно морской микробиологии [2]. В настоящее время 
активно ведутся исследования механизмов морского обра-
стания и поиски борьбы с коррозией материалов, вызывае-
мых микробными биопленками на морской инфраструктуре 
и оборудовании [3].

С помощью методов электронной микроскопии Jones et 
al. при изучении морфологии клеток биопленок на капель-
ных фильтрах очистных сооружений показали, что пленки 
состоят из различных организмов и заключены в матричный 
материал, представляющий собой полисахарид [4]. 

В начале 1970-х гг. в медицине в связи с наблюдением за 
скоплениями клеток бактерий Pseudomonas aeruginosa 
(Schroeter, 1872; Migula, 1900) [5] в мокроте и легочной 
ткани хронических больных муковисцидозом появилась 
концепция биопленочных инфекций и их медицинского зна-
чения, стали изучаться проблемы, связанные с такими 
скоплениями [1, 6].

Термин «биопленка» начал активно употребляться в  
медицинских работах с 1985 г. благодаря работе 
Дж.У.Костертона, который указал, что в природе (но не в 
лабораторных культурах) бактерии покрыты «гликокалик-
сом» из волокон, которые прикрепляются к поверхностям и 
другим клеткам [7]. 

Основные усилия исследователей 1970–1980-х гг. были 
направлены на исследование биопленок зубного налета [8], 
которые признаны клиницистами независимой и саморегу-
лирующейся биологической системой, а не просто объеди-
нением различных бактерий, а также показано, что биоплен-
ки ротовой полости и других слизистых оболочек человека 
зачастую являются необходимыми этиологическими факто-
рами развития заболеваний [9].

Начиная с 1970-х гг. Г.Чараклис изучал микробные слизи 
в промышленных системах водоснабжения и показал, что 
они очень живучи и обладают высокой устойчивостью к 
хлорсодержащим дезинфицирующим средствам. Основы- 
ваясь на наблюдениях за зубными бляшками и сидячими со-
обществами в пресных водоемах, Костертон в 1978  г. вы-
двинул теорию биопленок, которая объяснила механизмы, с 
помощью которых микроорганизмы прикрепляются к живым 
и неживым материалам, а также преимущества, которые 
дает эта форма существования. С тех пор исследования 
биопленок в промышленных и экологических условиях, а 
также в средах, более важных для общественного здравоох-
ранения, в основном шли параллельно друг другу. Большая 
часть работы за последние два десятилетия опиралась на 
стандартные методы микробиологического культивирования 
для характеристики биопленок и данные сканирующей 
электронной микроскопии. 

Два основных события последнего десятилетия суще-
ственно повлияли на наше понимание биопленок: использо-
вание конфокального лазерного сканирующего микроскопа 
для характеристики ультраструктуры биопленок [10, 11] и 
исследование генов, участвующих в клеточной адгезии и 
формировании биопленок [12, 13].

В общебиологических и экологических работах термин 
«биопленка» начали употреблять с 1935 г., в технических 
исследованиях – с 1975 г., в медицинских исследованиях – с 
1981 г., когда были опубликованы работы о микробных био-
пленках зубных налетов [14].

Костертон с коллегами впервые в 1985 г. продемонстри-
ровали повышенную антимикробную резистентность бакте-
рий, растущих в биопленках, по сравнению с бактериями в 
планктонной форме [15].

Наблюдение за комплексами агрегированных микробов, 
окруженных самопроизведенной органической матрицей, 
прилипающими к поверхностям, локализованными в тканях 
или секретах, имеет долгую историю, однако фундаменталь-
ная концепция биопленочной инфекции, понимание ее важ-
ности в медицине, представление о повышенной резистент-
ности бактерий в биопленках к антимикробным эффектам 
сложились менее 50 лет назад. С первых исследований до 
настоящих дней опубликовано множество статей, посвящен-
ных морфолого-биологическим и таксономическим особен-
ности биопленок, изданы руководства для клинических ми-
кробиологов, описывающие методы получения и изучения 
биопленок, сформулированы рекомендации для профилак-
тики и лечения инфекций, обусловленных биопленками. 

�Архитектура и этапы формирования 
микробных биопленок 
Биопленки рассматриваются как имеющие огромное био-

логическое значение структуры, образуемые группами ми-
кроорганизмов, состоящие из множества биомолекул, кото-
рые обычно определяются как дополнительные полимерные 
вещества (матрица) биопленки, и наделяющие микроорга-
низмы специализированными функциями, которыми не об-
ладают микроорганизмы в планктонной форме [7, 16–22]. 

Показано, что 99% всех бактерий планеты функциониру-
ют в составе биопленок, только 1% бактерий живет в план-
ктонной форме. Порядка 65% бактериальных инфекций ас-
социированы с биопленками [23, 24]. Клетки составляют 
15% объема биопленки, матрикс – до 85% [24]. 

Основные особенности микробных биопленок
1. Биопленка состоит из одного или нескольких видов 

микроорганизмов, формирующих контакты и взаимодей-
ствие между клетками, формируя «ощущение кворума» 
(quorum sensing/QS) – механизм межклеточной коммуника-
ции, обеспеченный сигнальными молекулами (циклический 
дигуанилат (c-di-GMP), малые РНК (мРНК)), который синхро-
низирует экспрессию генов в ответ на плотность клеток по-
пуляции, координированно активирует созревание и разбор-
ку биопленки [17, 25–33].

2. Биопленки имеют органическую матрицу, включающую 
1) матричные биополимеры, синтезируемые микробами (по-
лисахариды, экстрацеллюлярная ДНК, белки), 2) структуры 
матрикса, захваченные микробами из окружающей среды, 
состав которых напрямую зависит от характера ткани, на 
которой образовалась биопленка [18, 34–36].

3. Биопленки  – это самоорганизующиеся микробные 
структуры, которые способны оптимизировать свои функции 
и регулировать различные метаболические активности в 
пользу сообщества. Феномен «читинга» (англ. cheating  – 
обман, мошенничество), поддерживающий дефектные клет-
ки, обуславливает их участие в пленкообразовании при от-
сутствии способности синтезировать матрикс [18, 37].

4. Биопленки прикреплены к поверхности и при переходе 
от планктонных (свободно плавающих) организмов к прикре-
пленным клеткам претерпевают глубокие изменения [38].



69

Микробные биопленки – история изучения и современные представления

Microbial biofilms – history of study and modern implications

© Издательство «Династия», 2024
Тел./факс: +7 (495) 660-6004, e-mail: red@phdynasty.ru, www.phdynasty.ru

5. Биопленки наделяют участников защитными свойства-
ми, которые обуславливают их усиленную патогенность, 
устойчивость к антимикробным средствам [39–42]. В свою 
очередь, гены патогенности и устойчивости к антимикроб-
ным веществам оказывают влияние на биопленку [42, 43]. 

6. Биопленки являются серьезной проблемой в клинике 
инфекционных заболеваний, контаминации поверхностей, 
селекции антибиотикорезистентных штаммов [6, 20, 23, 40, 
41, 44–51]. Эволюция бактерий в составе биопленки приво-
дит к появлению клеток в состоянии VBNC (viable, but not 
cultivatable) – жизнеспособные, патогенные, но не культивиру-
емые [52, 53].

7. Биопленки могут иметь повышенную уязвимость к воз-
действию фагов, которые обладают разрушающим фермен-
том полисахарид-деполимеразой, что, в свою очередь, 
может быть положено в основу борьбы с ними [54–57].

Таким образом, микробная биопленка включает следую-
щие элементы: поверхность субстрата, микробы-участники, 
полимерный матрикс, образуя саморегулирующуюся экоси-
стему, имеет определенную архитектуру, обусловленную 
тесным взаимодействием клеток с помощью сигнальных 
молекул. 

Факторы, влияющие на образование биопленок [58]:
• �поверхность субстрата;
• �кондиционирующая пленка на субстрате;
• �гидродинамика, характеристики водной среды (для во-

дных биопленок);
• �характеристики микробных клеток  – участников био-

пленки;
• �факторы окружающей среды (температура, концентра-

ция глюкозы, соленость) [57, 59].
Этапы формирования биопленки [23, 58, 60] (рисунок).
Этап 1. Адгезия: на поверхности субстрата образуется 

кондиционирующий слой, представляющий собой рыхлую 
совокупность углеводов и белков, которая в гидратирован-
ной среде соединяется с минералами. Он привлекает ми-
кробные клетки, которые начинают прикрепляться к поверх-
ности.

Этап 2. Фиксация: как только образуется кондиционирую-
щий слой, на поверхности накапливается электрический 
заряд, который притягивает бактерии с противоположным 
зарядом, что приводит к необратимому прикреплению ми-
кробных клеток [28]. Заряды достаточно слабы, на этой 
стадии микроорганизмы можно легко удалить с помощью 
мягкого очищающего и дезинфицирующего средства.

Этап 3. Развитие: бактерии прикрепляются друг к другу, 
секретируя внеклеточный полимерный матрикс. На этом 

этапе формируются микроколонии, происходит распростра-
нение и рост биопленки.

Этап 4. Созревание: среда биопленки состоит из богатого 
питательными веществами матрикса, который удерживает 
бактерии в среде, поддерживает их рост и фенотипическую 
изменчивость. На этом этапе возникает QS, происходит вы-
деление сигнальных молекул. В зрелой биопленке уже при-
сутствуют сложные диффузионные каналы для транспорти-
ровки питательных веществ, кислорода и других компонен-
тов, необходимых для роста бактерий, а также для удаления 
продуктов жизнедеятельности и мертвых клеток.

Этап 5. Дисперсия: процесс рассеивания биопленки, при 
котором активно растущие клетки постепенно теряют дочер-
ние клетки. Факторами фрагментации биопленки могут 
стать дефицит питательных веществ, стресс, механическое, 
физическое или химическое воздействие. Отделившиеся 
клетки могут повторно заселять поверхность, образуя новую 
биопленку. 

Методы детекции биопленок
Методы обнаружения и исследования ультраструк- 

туры биопленок и их апробация подробно рассмотрены в 
обзоре [53]. 

Основные методы исследования биопленок
1. Экспресс-методы детекции биопленок с помощью кра-

сителей и последующей фотометрии [61], основанные на 
иммобилизации микрогранул при формировании биоплен-
ки на поверхности [62].

2. Изучение топографии биопленки методом оптической 
и электронной микроскопии в различных модификациях с 
использованием современного программного обеспечения 
[63, 64]

3. Исследования структурных компонентов биопленок 
атомно-силовой микроскопией (сканирующая зондовая ми-
кроскопия) [65], сканирующей просвечивающей рентгенов-
ской микроскопией [66, 67], оптической когерентной томо-
графией биопленок [68], спектроскопией, проточной цитоф-
луорометрией [69].

4. Генетические методы исследования биопленок с помо-
щью полимеразной цепной реакции и секвенирование био-
полимеров [23, 70].

Виды биопленок и их участники
В клинической медицине наиболее подробно изучены 

следующие микробные биопленки [71].
Зубной налет  – может включать следующих участников: 

Streptococcus mutans, Lactobacteria sp., Actinomycetis 
viscosus, Fusobacterium spp. (F. nucleatum, F. varium, 
F.  necrophorum), Peptostreptococcus (Micromonas) micros, 
Porphyromonas endodontalis, Campylobacter rectus, Prevotella 
intermedia, Peptostreptococcus anaerobius, в инфицированных 
корневых каналах в состав биопленок могут входить 
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus pyogenes, Alistipes 
putredinis, Escherichia coli, Peptococcus sp., Mitsuokella 
multacida, Candida sp. и многие другие виды [72–75].

Кишечный микробиом  – Klebsiella spp., Citrobacter spp., 
Enterobacter spp., Cronobacter spp., Bacillus spp., 
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., грибы рода Candida; 
факультативно-анаэробные микроорганизмы: Bifidobacterium 

Рисунок. Этапы формирования биопленки [60].
Figure. Stages of biofilm formation [60].
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spp., Lactobacillus spp., Clostridium spp., Bacteroides spp., 
Actinomyces spp., Propionibacterium spp. [46, 76–79].

Инфекционный эндокардит  – в 80–90% случаев 
Streptococcus sp. и Staphylococcus aureus являются причиной 
заболевания, в состав биопленок клапана могут входить 
Enterococcus sp., Haemophilus sp., Actinobacillus actino- 
mycetemcomitans, Cardiobacterium hominis, Eikenella corrodens 
и Kingella kingae, грибки [58, 80].

Муковисцидоз  – в состав биопленки входят Lactobacillus 
sp., Acinetobacter sp., Chryseobacterium sp., Paenibacillus sp., 
Stenotropomonas sp., Stenotropomonasmaltophilia sp., Proteus 
sp., Streptococcus sp., Streptococcus oralis/mitis, P. aeruginosa, 
Klebsiella pneumoniae, E. coli [81, 82].

Инфицированные раны – наиболее часто встречающими-
ся бактериями в биопленках хронических ран являются па-
тогены ESKAPE (Enterococcus faecium, S. aureus, K. pneumo- 
niae, Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp., 
Proteus spp. [83].

Инфицированные медицинские инструменты, оборудова-
ние, эндопротезы, катетеры [58, 71]: 

• в биопленке внутривенных и мочеполовых катетеров 
обнаруживаются: S. epidermidis, S. aureus, K. pneumoniae, 
Candida albicans, P. aeruginosa, Enterococcus faecalis, E. coli, 
Proteus mirabilis и другие грамотрицательные организмы;

• в биопленке контактных линз чаще обнаруживаются 
бактерии родов Staphylococcus, Serratis, Pseudomonas; 

• в биопленке внутриматочных спиралей  – Lactobacillus, 
Corinebacterium, C. albicans, S. epidermidis, S. aureus, 
E. faecalis/faecium;

• ортопедические эндопротезы наиболее часто поражают-
ся биопленками, имеющими в составе S. aureus/epidermidis/
lugdunensis, P. aeruginosa, E. faecalis, K. pneumoniae. Особую 
опасность для медицинских инструментов и эндопротезов 
имееют особо устойчивые к антибиотикам микробы, такие 
как MRSA (метициллин-резистентный S. aureus) и MRSE 
(метициллин-резистентный S. epidermidis).

В природных экосистемах наиболее известны такие био-
пленки, как «лунное молоко», биопленки обрастания поверх-
ностей в водных экосистемах, биопленки железосодержа-
щих вод, цианобактериальные маты и другие микробные 
сообщества.

Вероятность инициации формирования микробных био-
пленок принадлежит следующим бактериям [41]:

• �грамположительные палочки рода Clostridium, грамполо-
жительные кокки рода Sarcina – 15–20%;

• �грамположительные кокки рода Aerococcus – до 37%;
• �бактерии рода Mycoplasma – >60%;
• �коагулазоположительные стафилококки – 55–70%;
• �грамотрицательные бактерии рода Legionella – 73–85%;
• �β-негемолитические стрептококки, грамположительные бак-

терии рода Peptococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Listeria, 
Leptotrichia, бактерии семейств Bacteroidaceae (Bacteroides), 
Corynebacteriaceae (Corynebacterium) – до 90%;

• �коагулазоотрицательные стафилококки – 93%; 
• �бактерии рода Ureaplasma – 80–95%;
• �грамположительные кокки рода Lactococcus – 96%;
• �спириллы рода Helicobacter – 97%;
• �α- и β-гемолитические стрептококки, грамположительные 

бактерии рода Gemella, бактерии рода Fusobacterium – 99%;

• �грамположительные кокки рода Enterococcus в зависи-
мости от вида – 75–100%;

• �бактерии порядка Enterobacterales (Escherichia, Citro- 
bacter, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, 
Serratia, Proteus, Providencia, Morganella, Yersinia), семей-
ства Pseudomonadaceae (Pseudomonas), семейства 
Vibrionaceae (Vibrio) – 100%;

• �не изучена вероятность для бактерий родов Peptostrepto- 
coccus, Neisseria, Veillonella, Moraxella, Brucella, Acineto- 
bacter, Pasteurella, Francisella, Gardnerella, Acidomino- 
coccus, Campylobacter, Bifidobacterium, Mycobacterium, 
Bacillus, Actinomyces, Streptomyces, Nocardiopsis, Actino- 
madura, cемейства Nocardiaceae (Nocardia, Rhodococcus), 
спирохет рода Leptospira, семейства Spirochaetaceae 
(Treponema, Borrelia), риккетсий и хламидий. 

�Устойчивость биопленок к антимикробным 
воздействиям и меры борьбы с биопленками 
В биопленке бактерии становятся на 1–3 порядка менее 

подвержены воздействию противомикробных агентов по 
сравнению с планктонной формой. Для уничтожения био-
пленки концентрацию гипохлорита натрия (основное дезин-
фицирующее средство) необходимо увеличить в 600 раз. На 
биопленки не оказывают должного воздействия четвертич-
ные аммонийные соединения, полимерные и мономерные 
производные гаунидина (хлоргексидин), хлорсодержащие 
соединения (хлорамин), альдегиды и спирты в обычных бак-
терицидных концентрациях [24, 58].

Бактерии в биопленках демонстрируют дискретные физи-
ологические реакции, такие как снижение скорости метабо-
лизма и усиление межклеточной коммуникации, что помога-
ет развивать устойчивость к антибиотикам или снижать их 
действие. В основе устойчивости биопленок лежат следую-
щие механизмы:

• матричные полисахариды действуют как диффузионный 
барьер, замедляя проникновение или не пропуская часть 
антимикробных препаратов во внутренние слои биопленки; 

• в микроокружении биопленки некоторые клетки впада-
ют в состояние медленного роста или голодания из-за огра-
ничения питательных веществ или накопления вредных ме-
таболитов, становятся «персистерами», которые неуязвимы 
для многих противомикробных агентов;

• дифференциация бактериальной субпопуляции в био-
пленке напоминает процесс спорообразования, который 
имеет характерный фенотип с высокой устойчивостью (био-
логически запрограммированный ответ на бактериальные 
прикрепленные формы), защищающий их от антибактери-
ального воздействия;

• наличие нейтрализующих антибиотики ферментов также 
способствует устойчивости биопленки к антибиотикам. 

Хотя интенсивное и настойчивое лечение антибиотиками 
эффективно уменьшает биопленку и контролирует обостре-
ния хронических биопленочных инфекций, оно не способно 
до конца устранить биопленочные инфекции. В большинстве 
случаев лечения одним антибиотиком недостаточно для 
устранения инфекций биопленки, для их лечения рекоменду-
ется комбинированная терапия. Хорошие результаты дает 
комбинация антибиотиков с бактериофагами или антисепти-
ками.
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Стратегия борьбы с бактериальными биопленками раз-
вивается по следующим направлениям [24, 58]:

• разработка соединений, подавляющих QS-систему бак-
териальных взаимодействий;

• конструирование генно-инженерных фагов, активно ли-
зирующих клетки пленки, мутагенное воздействие на систе-
му бактериального противофагового иммунитета CRISPR-
Cas9 (clustered regularly interspaced short palindromic repeats – 
короткие регулярные палиндромные повторы, расположен-
ные группами) для ее обезвреживания [84];

• постоянный поиск антиадгезивных материалов и покры-
тий в стоматологии, медицине, производстве;

• использование физических факторов воздействия на 
биопленки (лазеры, холодная плазма, температурные воз-
действия, излучения);

• создание препаратов, разрушающих полимерный ма-
трикс биопленки и тем самым облегчающих доступ антибак-
териальных препаратов к клеткам; 

• комбинированное применение антибиотиков и антисеп-
тиков для комплексного воздействия на микроорганизмы.

Заключение
Микроорганизмы предпочитают прикрепленный к плот-

ной поверхности образ жизни, нежели находиться в свобод-
ном плавании, как, например, в водной среде пресных и 
морских водоемов, поэтому они часто организованы в био-
пленки, сбалансированные по видовому составу и функцио-
нальному распределению членов сообщества. Реакция ми-
кроорганизмов на изменение условий окружающей среды в 
биопленке существенно отличается от реакции каждого от-
дельного вида в монокультуре. Биопленки обеспечивают 
многим объединенным в ее состав видам функциональную 
стабильность и являются залогом конкурентного выживания 
в экологической нише. 

Бактериальное образование биопленки может развивать-
ся в течение нескольких часов или дней на инфицированных 
тканях, в ране, на эндопротезах, вызывать непокорный лече-
нию инфекционный процесс. Секретируемые в среду и вы-
деляемые живыми, ослабленными или мертвыми участника-
ми биопленки сигнальные молекулы создают уникальную 
взаимодействующую и саморегулирующуюся конструкцию, 
с которой сложно бороться и которая характеризуется высо-
кой выживаемостью.

Систематизация накопленного исследовательского мате-
риала о биопленках может стимулировать новые научные 
изыскания, которые будут способствовать процессу подчи-
нения и контроля бактериальных биопленок, снизив негатив-
ный эффект от их влияния в медицине, фармации, произ-
водстве технических и пищевых продуктов, биотехнологии, 
экологических мероприятиях. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Плектазин воздействует бактериальную клеточную стенку

Устойчивость к противомикробным препаратам является основной причиной смерт-
ности, требующей разработки новых антибиотиков. Грибковый антибиотик плектазин 
представляет собой эукариотический защитный пептид хозяина, который блокирует 
синтез бактериальной клеточной стенки. Используя комбинацию твердотельного ядер-
ного магнитного резонанса, атомно-силовой микроскопии и анализа активности, пока-
зано, что плектазин использует чувствительный к кальцию супрамолекулярный меха-
низм уничтожения. Эффективное и селективное связывание целевого липида II, пред-
шественника клеточной стенки с незаменимым пирофосфатом, достигается за счет 
олигомеризации плектазина в плотные супраструктуры, которые образуются только на 
бактериальных мембранах, содержащих липид II. Олигомеризация и целевое связыва-
ние плектазина взаимозависимы и усиливаются за счет координации ионов кальция с заметным анионным пятном плекта-
зина, вызывая аллостерические изменения, которые заметно улучшают активность антибиотика. Структурные знания о том, 
как защитные пептиды хозяина нарушают синтез клеточной стенки, вероятно, позволят разработать более эффективные 
кандидаты лекарственных препаратов.

Jekhmane S, Derks MGN, Maity S, Slingerland CJ, Tehrani KHME, Medeiros-Silva J, et al.
Host defence peptide plectasin targets bacterial cell wall precursor lipid II by a calcium-sensitive supramolecular mechanism.

Nat Microbiol. 2024 May 23. DOI: 10.1038/s41564-024-01696-9
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Francisella tularensis subsp. mediasiatica: 
филогеография, патогенность и экология
В.В.Евсеева, И.В.Бахтеева, А.Н.Мокриевич, В.С.Тимофеев

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

Francisella tularensis – этиологический агент особо опасного заболевания, называемого туляремией. В рамках вида 
F. tularensis выделяют два патогенных подвида – F. tularensis subsp. holartica, широко распространенный в северном 
полушарии, и F. tularensis subsp. tularensis, ареал распространения которого ограничен Северной Америкой. Третий 
подвид – F. tularensis subsp. mediasiatica – до сих пор остается наименее изученным. В этом обзоре обобщены данные 
современных исследований данного подвида. Приведены сведения об ареале его распространения, рассмотрены его 
внутриподвидовая структура и обсуждается вопрос его патогенности, которая для мышей (но не для морских свинок) 
значительно выше, чем таковая подвида holarctica. Выдвинуты гипотезы, объясняющие противоречие между высокой 
патогенностью штаммов F. tularensis subsp. mediasiatica для лабораторных мышей и отсутствием подтвержденных 
случаев туляремии человека, вызванной этим подвидом.
Ключевые слова: Francisella tularensis, подвид mediasiatica, VNTR, MLVA, эндосимбионт
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Francisella tularensis subsp. mediasiatica: 
phylogeography, pathogenicity and ecologya

V.V.Evseeva, I.V.Bakhteeva, A.N.Mokrievich, V.S.Timofeev

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

Francisella tularensis is the etiological agent of a highly dangerous disease called tularemia. Two F. tularensis subspecies are 
known to be pathogenic for humans  – F. tularensis subsp. holartica common throughout the Northern Hemisphere and 
F. tularensis subsp. tularensis, whose distribution area is limited to North America. The third subspecies, F. tularensis subsp. 
mediasiatica is still the least studied. This review summarizes the data from modern studies of this subspecies. We provide 
information about its distribution area, consider its intra-subspecies structure and discuss the issue of its pathogenicity, which 
for mice (but not for guinea pigs) is significantly higher than that of the subsp. holarctica. Hypotheses have been put forward 
explaining the contradiction between the high pathogenicity of strains of F. tularensis subsp. mediasiatica for laboratory mice 
and the lack of confirmed cases of human tularemia caused by this subspecies.
Key words: Francisella tularensis, subspecies mediasiatica, VNTR, MLVA, endosymbiont
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Т уляремия – это особо опасное чумоподобное заболева-
ние, поражающее широкий круг животных, в т.ч. и 

человека. Этиологический агент туляремии  – небольшая 
грамотрицательная аэробная коккобацилла Francisella 
tularensis. В рамках вида F. tularensis выделяют два патоген-
ных подвида [1]. F. tularensis subsp. holartica широко распро-
странен в северном полушарии. Ареал распространения 
F.  tularensis subsp. tularensis ограничен Северной 

Америкой [1]. Также можно упомянуть, что Francisella novicida 
иногда рассматривается как F. tularensis subsp. novicida, но 
его таксономический статус остается дискуссионным, и в 
этой статье мы не рассматриваем его как подвид туляре-
мийного микроба [1]. Последний подвид – F. tularensis subsp. 
mediasiatica  – до сих пор остается наименее изученным. 
Изначально он был выделен в Средней Азии, что и обусло-
вило подвидовое название – subsp. mediasiatica, или средне-
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азиатский подвид. Но позже, в 2012 г., оказалось, что штам-
мы этого подвида циркулируют в России. Эта неожиданная 
находка была крайне любопытной с точки зрения филогео-
графии туляремийного микроба и в то же время подняла ряд 
сугубо прикладных вопросов, таких как «эндемичен ли этот 
подвид для России, или же мы имеем дело со случайным 
или преднамеренным заносом штаммов из Средней Азии?», 
«насколько широко subsp. mediasiatica распространен в 
Росии?» и, наконец, «насколько этот подвид вирулентен, и 
насколько эффективна против него существующая вакци-
на?». В какой-то степени эти вопросы были освещены в ряде 
опубликованных после 2012 г. исследований. В данном 
обзоре приведено систематизированное описание биологии 
среднеазиатского подвида – его внутриподвидовой структу-
ры, филогеографии, экологии и патогенного потенциала. 

Распространение F. tularensis subsp. mediasiatica
Подвид mediasiatica первоначально был обнаружен в 

Средней Азии, в некоторых малонаселенных районах 
Казахстана и Туркмении. Именно ареал его распростране-
ния и послужил причиной названия этого подвида. Но начи-
ная с 2011 г. штаммы этого подвида регулярно выделяются 
в Алтайском крае на территории России [2]. Чуть позже, в 
2021 г., мы обнаружили штамм subsp. mediasiatica К-334 в 
Красноярском крае примерно в 500 км от Алтайского очага 
и >1500 км от среднеазиатских очагов [3]. 

Кроме того, один штамм subsp. mediasiatica 60(Б)57 был 
выделен в Каракалпакии (Узбекистан) [2], т.е. хоть и в 

Средней Азии, но за пределами «классического» ареала. 
Также есть данные о том, что штамм F. tularensis, выделен-
ный в Иране, возможно, также относится к подвиду 
mediasiatica [4]. Но, к сожалению, авторы не проводили под-
видовую идентификацию описываемого ими изолята и обо-
сновали свое мнение только относительной географической 
близостью Средней Азии и Ирана. Но, даже без учета иран-
ского штамма, ареал распространения subsp. mediasiatica 
оказывается: 1) значительно шире, чем считалось до недав-
него времени; 2) представлен двумя основными непересека-
ющимися субареалами  – алтайским и среднеазиатским 
(рис. 1). 

�Генетическое разнообразие F. tularensis subsp. 
mediasiatica
Филогенетический анализ панели штаммов подвида 

mediasiatica различного географического происхождения, 
основанный на анализе множественных VNTR (Variable 
Number of Tandem Repeats) локусов (Multiple Loci VNTR 
Analysis/MLVA), проведенный по схеме, предложенной в ра-
ботах [2] и [5], позволил разделить подвид на три подгруппы: 
M.I – классические среднеазиатские штаммы, M.II – алтай-
ские штаммы и M.III, представленные одним штаммом 
60(Б)57 (рис. 2).

Позже были опубликованы результаты филогенетическо-
го анализа на основе SNP (Single Nucleotide Polymorphism) 
несколько большей выборки штаммов, обнаруженных при 
полногеномном секвенировании. Полногеномный SNP-

Рис. 1. Примерные границы ареалов распространения F. tularensis subsp. mediasiatica: A  – Средняя Азия; B  – Алтай; С  – 
Каракалпакия; D – Каратузский район Красноярского края. Рисунок приведен по [2] с изменениями.
Fig. 1. Approximate boundaries of the distribution areas of F. tularensis subsp. mediasiatica: A – Central Asia; B – Altai; C – Karakalpakstan; 
D – Karatuzsky district of the Krasnoyarsk Territory. The figure is based on [2] with modifications.
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анализ подтвердил внутриподвидовое деление на группы 
M.I, M.II и M.III (рис. 3). Таким образом, и MLVA-, и SNP-
анализы показали, что недавно обнаруженная алтайская 
популяция генетически сепарирована от среднеазиатской и, 
вероятней всего, является эндемичной для региона. Кроме 
того, штамм, выделенный в Красноярском крае, также ока-
зался относящимся к алтайской группе и абсолютно для нее 
типичным.

Штамм, выделенный в Красноярском крае, находится 
всего в двух SNP от штаммов, выделенных в Алтайском 
крае. Филогенетическое положение штамма К-334 с высо-
кой степенью вероятности указывает на то, что алтайская 
подгруппа может иметь гораздо более широкое распростра-
нение в Сибири. К сожалению, ограничение известного нам 
ареала распространения подгруппы M.II обусловлено тем, 
что только Алтайская противочумная станция проводит си-
стематическую работу по сбору штаммов F. tularensis и от-
правке их в референс-центр по надзору за туляремией на 
базе ФБУН ГНЦ ПМБ для дальнейшего их изучения. В ре-
зультате мы располагаем достаточной информацией о гене-
тических особенностях штаммов F. tularensis, циркулирую-
щих на Алтае, но сведения о штаммах, циркулирующих в 
сопредельных регионах, крайне фрагментарны. 

Также можно кратко остановиться на штамме 60(Б)57. 
Помимо специфических особенностей MLVA- и SNP-
профилей, мы обнаружили, что этот штамм характеризуется 
другой организацией генома, иными словами, большим ко-
личеством инверсий и перемещений крупных участков хро-
мосомы по сравнению с хромосомной последовательностью 
штаммов M.I и M.II (на момент составления этого обзора 
данные не опубликованы). 

Патогенность F. tularensis subsp. mediasiatica
Если подвиды tularensis и holarctica считаются безусловно 

вирулентными для человека и животных, то в отношении 
вирулентности подвида mediasiatica получены противоречи-
вые данные. С одной стороны, нам не известны случаи туля-
ремии у людей, достоверно вызванной штаммами этого 
подвида, даже на территории активного очага на Алтае, где 
эти штаммы постоянно циркулируют. Более того, только не-
сколько штаммов были выделены от мертвых животных. Это 
могло бы косвенно указывать на то, что этот подвид слабо 
вирулентен. Но, с другой стороны, при экспериментальном 
заражении мышей оказывается, что штаммы подвида 
mediasiatica столь же вирулентны, как и штаммы патогенных 
подвидов, и характеризуются таким же низким LD50  – 

Рис. 2. Кластеризация штаммов подвида mediasiatica различного географического происхождения, основанная на MLVA-15, рису-
нок приведен по [6]. 
Fig. 2. Clustering of strains of the subspecies mediasiatica of different geographical origins based on MLVA-15, figure adapted from [6].
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<10  КОЕ для невакцинированных мышей. Единственным 
исключением является штамм 60(Б)57, который абсолютно 
авирулентен по причине однонуклеотидной мутации, види-
мо, нарушающей экспрессию генов так называемого остров-
ка патогенности (данные получены авторами этой статьи в 
текущих исследованиях и на момент оформления этого об-
зора не опубликованы).

Из-за крайне низкого значения LD50 для мышей при под-
кожном заражении сравнить вирулентность подвидов туля-
ремийного микроба на мышиной модели напрямую не пред-
ставляется возможным. Однако такое сравнение можно 
осуществить, используя предварительно вакцинированных 
животных. Так, ранее было показано, что по вирулентности 
для мышей BALB/c, подкожно иммунизированных живой ту-
ляремийной вакциной 15НИИЭГ за 21 день до заражения 
вирулентными штаммами, подвид mediasiatica сравним с 
подвидом tularensis, при этом они достоверно более виру-
лентны, чем подвид holarctica, который в данном опыте ока-

зался не способен преодолеть поствакцинальный иммунитет 
[2]. В другой работе были проведены более подробные ис-
следования способности штаммов разных подвидов преодо-
левать поствакцинальный иммунитет у мышей и морских 
свинок при временном интервале вакцинация-заражение до 
180 дней [7]. Согласно полученным результатам подвид 
mediasiatica оказался патогеннее подвида holarctica для бес-
породных мышей. Заражающий штамм F. tularensis subsp. 
mediasiatica 678 был способен преодолеть поствакциналь-
ный иммунитет в более ранние сроки, а процент гибели 
вакцинированных животных достоверно превышал анало-
гичный показатель для F. tularensis subsp. holarctica 503 
(рис. 4). На модели вакцинированных морских свинок под-
твердить повышенную вирулентность среднеазиатского под-
вида не удалось – животные были полностью защищены от 
заражения штаммами подвидов holarctica и mediasiatica в 
течение всего эксперимента, в то время как штамм подвила 
tularensis начиная с 60-го дня после вакцинации вызывал 

Рис. 3. Кластеризация штаммов подвида mediasiatica различного географического происхождения, основанная на данных полно-
геномного секвенирования. В верхней правой части рисунка изображено распределение генотипов группы М.II по географическо-
му району выделения на Алтае и Красноярском крае. Числами обозначена генетическая дистанция. Звездочкой обозначено поло-
жение предполагаемого последнего общего предка всего подвида. Рисунок приведен по [3].
Fig. 3. Clustering of strains of the subspecies mediasiatica of different geographical origins, based on whole-genome sequencing data. The 
upper right part of the figure shows the distribution of genotypes of group M.II according to the geographical area of isolation in Altai and 
the Krasnoyarsk Territory. The numbers indicate genetic distance. The asterisk indicates the position of the putative last common ancestor 
of the entire subspecies. The figure is given from [3].
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полную гибель всей группы. Обобщая эти данные, три под-
вида туляремийного микроба можно ранжировать от менее 
вирулентного к более вирулентному так: holarctica → 
mediasiatica → tularensis. 

Экология F. tularensis subsp. mediasiatica
Высокая вирулентность штаммов подвида mediasiatica, 

определяемая экспериментально, как мы указали выше, 
вступает в некое противоречие с тем, что зафиксированы 
только единичные случаи инфицирования этими штаммами 
животных в природе и не зафиксировано ни одного случая 
инфицирования ими людей. 

Наиболее простым объяснением этого противоречия 
является следующее. В эндемичных для подвида media- 
siatica регионах, в частности на Алтае и в Сибири, крайне 
низкая плотность населения, неразвитая инфраструктура 
за пределами крупных городов и сильно пересеченная 
местность в совокупности приводят к тому, что санитарно-
эпидемиологический надзор может быть весьма затрудни-
тельным. В результате, несмотря на то, что штаммы 
F. tularensis циркулируют в регионе, зачастую неизвестно, 
к какому подвиду они принадлежат. Более того, в таких 
условиях случаи нелетального заболевания человека, в 
том числе туляремией, могут остаться без внимания вра-
чей и ученых. В рамках концепции «недостаточного эпид-
надзора» почти полное отсутствие случаев выделения 
штаммов подвида mediasiatica от животных можно объяс-
нить высокой патогенностью этого подвида – заразившее-
ся животное умирает быстрее, чем при заражении штам-
мом subsp. holarctica, и, следовательно, имеет меньше 
шансов попасть в ловушку, а штамм, следовательно, 
имеет меньше шансов быть выделенным. 

Для изложения альтернативной гипотезы (более подроб-
но описанной в [8]) нам необходимо снова обратить внима-
ние на тот факт, что абсолютное большинство штаммов 
subsp. mediasiatica M.II были выделены из клещей 
Haemaphysalis concinna и Dermacentor silvarum. Более того, 
интересно, что территория, на которой эти штаммы цирку-
лируют, представляет собой пересечение ареалов распро-
странения этих двух видов клещей [6]. Можно предполо-
жить, что subsp. mediasiatica M.II циркулирует преимуще-
ственно как эндосимбионт этих клещей, распространяясь 
как некоторые другие патогены, переносимые клещами го-
ризонтально за счет гиперпаразитизма [6] и орально-аналь-
ного контакта [9] и/или вертикально при трансовариальной 
передаче патогенов [10] от самок клещей к потомству. При 
этом при укусе клеща возбудитель просто не передается 
теплокровному хозяину или передается в отдельных редких 
случаях, т.е., согласно описываемой гипотезе, существуют 
некоторые особенности во взаимодействии клещей с бак-
териями subsp. mediasiatica M.II, предотвращающие попа-
дание возбудителя в рану при укусе. Например, таким ме-
ханизмом могли бы быть специфические особенности коло-
низации тела клеща, при которых патоген колонизирует не 
слюнные железы и ротовой аппарат в целом, а какие-либо 
другие ткани и органы. Обобщая вышесказанное, можно 
предположить, что бактерии subsp. mediasiatica, обладая 
полным набором факторов, позволяющих эффективно раз-
множаться в теле теплокровного хозяина и вызывать тяже-
лую инфекцию, не выработали или, наоборот, утратили ряд 
приспособлений, позволяющих в естественных условиях 
попадать в организм этого хозяина. 

Заключение
Несмотря на значительный прогресс в изучении среднеа-

зиатского подвида туляремийного микроба, которого удалось 
достичь в последнее десятилетие, это подвид остается наи-
менее изученным. К настоящему времени мы не представля-
ем себе в полной мере ни его патогенного потенциала, ни 
особенностей его циркуляции в природных экосистемах, ни 
даже ареала его распространения. Учитывая, что F. tularensis 
является особо опасным патогеном, отнесенным ко II группе 
опасности, без этих данных не представляется возможным 
проведение эффективного планирования профилактических 
и экстренных противоэпидемических мер. Мы надеемся, что 
дальнейшие исследования биологии F.  tularensis subsp. 
mediasiatica не только помогут решению этих сугубо приклад-
ных вопросов, но и позволят пролить свет на теоретические 
вопросы реконструкции эволюции и филогеографии вида F. 
tularensis и семейства Francisellaceae в целом. 
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Рис. 4. Динамика роста показателя смертности с увеличением 
интервала между подкожной иммунизацией мышей BALB/c 
штаммом F. tularensis 15НИИЭГ и последующим подкожным 
заражением их вирулентными штаммами F. tularensis: subsp. 
holarctica 503, subsp. mediasiatica 678 и subsp. tularensis SCHU. 
Рисунок приведен по [2].
Fig. 4. Dynamics of growth in the mortality rate with increasing 
interval between subcutaneous immunization of BALB/c mice with 
F. tularensis strain 15NIIEG and subsequent subcutaneous infection 
with virulent strains of F. tularensis: subsp. holarctica 503, subsp. 
mediasiatica 678 and subsp. tularensis SCHU. The figure is based 
on [2].
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Н о в о с т и  н а у к и

Что такое mEnrich-seq? 

Метагеномика позволила всесторонне изучить микробиомы. Тем не 
менее, многие приложения выиграют от метода, который секвенирует кон-
кретные бактериальные таксоны, представляющие интерес, но не большин-
ство фоновых таксонов. Разработан mEnrich-seq (где «m» означает метили-
рование, а seq – секвенирование) для обогащения представляющих интерес 
таксонов из метагеномной ДНК перед секвенированием. Основная идея со-
стоит в том, чтобы использовать дифференциацию «свой» и «чужой» по-
средством естественного метилирования бактериальной ДНК и рациональ-
но выбирать чувствительные к метилированию рестриктазы, индивидуально 
или в комбинации, для истощения таксонов-хозяев и фоновых таксонов при 
одновременном обогащении целевых таксонов. Эта идея интегрирована с 
процедурами подготовки библиотеки и применяется в нескольких приложе-
ниях для обогащения (до 117 раз) патогенных или полезных бактерий из образцов мочи и фекалий человека, включая виды, 
которые трудно культивировать или которые имеют низкую численность. На данный момент мы оценили 4601 бактериаль-
ный штамм с картированными метиломами и показали широкую применимость mEnrich-seq. mEnrich-seq предоставляет 
исследователям микробиома универсальный и экономически эффективный подход для селективного секвенирования раз-
личных представляющих интерес таксонов.

Cao L, Kong Y, Fan Y, Ni M, Tourancheau A, Ksiezarek M, et al.
mEnrich-seq: methylation-guided enrichment sequencing of bacterial taxa of interest from microbiome.

Nat Methods. 2024 Feb;21(2):236-246. DOI: 10.1038/s41592-023-02125-1
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Особенности бактерий рода Blautia – 
представителей микробиоты толстой кишки
Н.Н.Кукалевская, Т.А.Бажукова, Н.В.Давидович, М.А.Сабанаев 

ФГБОУ ВО «Северный государственный медицинский университет», Архангельск, Российская Федерация

Бактерии рода Blautia проявляют метаболическую активность в отношении сложного динамичного биоценоза посто-
янных и изменяющихся популяций микробиоты толстой кишки. Однако информация, имеющаяся на сегодняшний день 
в отношении данных представителей, разрознена и не структурирована. В связи с этим цель настоящего обзора – 
систематизировать и структурировать имеющиеся знания о бактериях рода Blautia. Проведен поиск публикаций 
2010–2022 гг. в базах данных Pubmed и e-LIBRARY на русском и английском языках. Из 515 источников нами были 
отобраны 44, в которых была приведена информация относительно данного рода микроорганизмов. В статье дана 
характеристика рода Blautia, а также некоторых ее видов: B. luti, B. wexlerae. Обобщена информация о метаболической 
активности бактерий: утилизации углеводов, а также участии в процессах биотрансформации и других субстратных 
обменах. Уточнены и описаны механизмы влияния Blautia на здоровье организма хозяина, отражено распределение 
бактериальных сообществ в зависимости от типа питания, географии, возраста. Отмечено, что бактерии рода Blautia 
играют роль в возникновении воспалительных заболеваний и других патологий, однако некоторые виды обладают 
пробиотическим потенциалом. Таким образом, изучение данного рода бактерий является актуальным для всесторон-
него понимания их функций в организме хозяина и решения вопроса о пробиотическом потенциале. 
Ключевые слова: Blautia luti, Blautia wexlerae, толстая кишка, микробиота, кишечник, пробиотический потенциал

Для цитирования: Кукалевская Н.Н., Бажукова Т.А., Давидович Н.В., Сабанаев М.А. Особенности бактерий рода Blautia  – представителей 
микробиоты толстой кишки. Бактериология. 2024; 9(2): 81–88. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-2-81-88

Features of bacteria of the genus Blautia – 
representatives of the microbiota of the colon

N.N.Kukalevskaya, T.A.Bazhukova, N.V.Davidovich, M.A.Sabanaev 

Northern State Medical University, Arkhangelsk, Russian Federation

Bacteria of the genus Blautia are representative of the colon microbiota. However, to date, there is little information known about 
this genus, while many studies are being carried out to study this bacteria, their functional and metabolic activity, and its effect 
on the host organism. The goal is to systematize and structure the existing knowledge about Blautia. Searched for publications 
2010–2022 in the Pubmed and e-LIBRARY databases in Russian and English. From 515 sources, we selected 44, which 
provided information on this genus of microorganisms. The article describes the characteristics of the genus Blautia, including 
some species. Information about the utilization of carbohydrates, the dependence of its distribution on diet, geography, and age 
is described. Known mechanisms of influence of Blautia on the health of the host organism are uncovered. It is indicated which 
substrates are capable of biotransformation bacteria of this genus and what products are formed in this case. There is no doubt 
that bacteria of the genus Blautia play a role in the occurrence of inflammatory diseases and other pathologies. At the same 
time, it is not necessary to generalize equally positive or negative effect to all species of this genus. To date, the study of this 
genus of bacteria is relevant for a comprehensive understanding of its functions in the host organism and for resolving the issue 
of a possible probiotic potential.
Key words: Blautia luti, Blautia wexlerae, colon, microbiota, intestines, probiotic potential
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М икробиота человека – сообщество микроорганизмов, 
включающее бактерии, грибы, вирусы и археи. 

Большая часть микробиоты кишечника представлена бакте-
риями [1]. Согласно результатам исследований секвениро-
вания 16S рРНК, Bacillota (ранее Firmicutes) является одним 
из основных типов кишечной микробиоты человека и других 

позвоночных, а семейство Lachnospiraceae и Ruminococca- 
ceae составляют 50 и 30% от общей массы микроорганиз-
мов соответственно [2].

Blautia, как представитель рода семейства Lachnospira- 
ceae, особенно интересна для исследователей ввиду ее 
роли в развитии воспалительных и метаболических заболе-
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ваний, а также антибактериальной активности против неко-
торых видов микроорганизмов [3].

В ряде исследований показано, что состав и изменения 
популяции Blautia в кишечнике связаны с возрастом хозяи-
на, географией, характером питания, генотипом, состояни-
ем здоровья и другими физиологическими особенностями. 
Было обнаружено, что этот род играет определенную роль в 
биотрансформации и взаимодействии с другими кишечны-
ми микроорганизмами  – Ruminococcus, Akkermansia, Rose- 
buria, Prevotella [4]. Несмотря на то, что Blautia показала ряд 
потенциальных пробиотических свойств, до сих пор нет 
всестороннего понимания этого рода бактерий, вероятно, 
из-за отсутствия полной филогенетической, метаболиче-
ской, функциональной и других характеристик. 9-е издание 
Руководства Берджи по систематической бактериологии не 
содержит описания рода Blautia, только некоторые филоге-
нетические характеристики некоторых «предыдущих» ви- 
дов, принадлежащих к роду Clostridium или Ruminococcus, и 
краткое описание характеристик штаммов [5]. 

В связи с этим целью работы явились систематизация и 
структурирование имеющихся знаний о Blautia. Проведен 
поиск публикаций 2010–2022 гг. в базах данных Pubmed и 
e-LIBRARY на русском и английском языках. Из 515 источни-
ков нами были отобраны 44, в которых была приведена ин-
формация относительно данного рода микроорганизмов. В 
этой статье рассматриваются исследования, касающиеся 
Blautia, и обсуждается потенциальный пробиотический по-
тенциал данных бактерий. 

Характеристики 
Разнообразие видов 
С помощью филогенетического анализа последователь-

ностей генов 16S рРНК в сочетании с культуральным анали-
зом установлено, что на сегодняшний день род Blautia со-
ставляют около 30 видов, включая B. coccoides, B. hansenii, 
B. producta [6]. Филогенетическое дерево этого рода посто-
янно обновляется по мере добавления новых видов и штам-
мов, но в целом виды рода Blautia по-прежнему образуют 
относительно стабильную и последовательную однолиней-
ную ветвь [7]. 

Наиболее распространенными видами Blautia spp., выде-
ленными из микробиоты кишечника, в т.ч. в детском возрас-
те, являются B. wexlerae и B. luti, тогда как в состав микро-
биоты верхних дыхательных путей входила B. producta, вы-
деленная из мокроты [8]. 

Характеристика бактерии 
Бактериальные клетки Blautia обычно сферической или 

овальной формы, располагаются парами или в виде нитей, 
не имеют жгутиков, большинство штаммов не имеют спор. 
По типу дыхания данные бактерии относятся к строгим ана-
эробам. Для большинства штаммов Blautia температурный 
оптимум составляет 37°C, рН 7,0 [6]. Некоторые виды, такие 
как B. producta, обладают как гетеротрофными, так и авто-
трофными свойствами и могут использовать CO, H2/CO2 и 
углеводы в качестве источников энергии (табл. 1) [7].

Длинноцепочечные жирные кислоты, продуцируемые 
штаммами Blautia, подразделяются на насыщенные и моно-
ненасыщенные, основными видами являются C14:0, C16:0 и 
C16:0DMA – диметилацетиленовые жирные кислоты [6].

Зависимость от возраста, питания и географии 
Питание
Рацион питания является основополагающим фактором, 

влияющим на состав и характеристику микробиоты [9]. Так, 
добавление пищевых волокон, извлеченных из кукурузы 
(F-FOPs), в рацион мышей, получающих высокое содержа-
ние жиров с пищей (HF), значительно увеличивало содержа-
ние Blautia в мышиных фекалиях [10]. Такой же феномен 
также наблюдался у здоровых взрослых собак, рацион кото-
рых был дополнен картофельной клетчаткой [11]. В одном 
исследовании доброволец мужского пола потреблял 600 мг 
ω-3 ежедневно в течение 14 дней, в результате общее ми-
кробное разнообразие кишечника уменьшилось, снизилось 
количество Faecalibacterium, но значительно увеличилось 
содержание Blautia [12].

Возраст 
Возраст – еще один фактор, влияющий на видовое много-

образие микробиоты кишечника. В ходе исследования  
A.Endo et al. по оценке микробиоты кишечника у детей в воз-
расте от 2 нед. до 13 лет было выявлено, что B. coccoides 
редко присутствовала в кишечной микробиоте детей млад-
ше 6 мес., но чаще встречалась у детей старше 1 года [13]. 
Перекрестное исследование фекалий 367 здоровых японцев 
в возрасте 0–104 лет показало, что кишечная микробиота 
взрослых японцев (21–69 лет) содержала большое количе-
ство Blautia и Bifidobacterium и мало Bacteroides. Кроме того, 
по сравнению со взрослыми у пожилых людей наблюдалось 
снижение биоразнообразия микробиома, в т.ч. снижение 
Blautia. Эта особенность может быть связана с возрастным 

Таблица 1. Характеристика утилизации углеводов у разных штаммов
Table 1. Characteristics of carbohydrate utilization in different strains

Штамм / Strain Blautia coccoides Blautia hansenii Blautia luti Blautia producta Blautia wexlerae

Конечные продукты / Final products A, С Л, A A, С Л, A A, С

Глюкоза / Glucose + + + + +

Ксилоза / Xylose + - + + +

Сахароза / Sucrose + - + + +/-

Фруктоза / Fructose + - + + +/-

Лактоза / Lactose + + + + +/-

Рафиноза / Raffinose + + + + +/-

A – ацетат; С – сукцинат; Л – лактат. / A – acetate; C – succinate; Л – lactate.
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физиологическим угнетением иммунной функции, сопрово-
ждающимся наличием хронического воспаления [14].

География 
Некоторые исследования указывают на зависимость со-

става кишечной микробиоты от географического района 
проживания и высоты над уровнем моря. В ходе изучения 
характеристик микробного сообщества в фекалиях 
303  детей школьного возраста из городских или сельских 
районов пяти стран, находящихся в умеренных и тропиче-
ских регионах Азии, было выявлено, что кишечная микро-
биота детей была разделена на две группы: Prevotella (тип P) 
и Bifidobacterium/Bacteroides (тип BB). Кишечная микробиота 
детей в Китае, Японии, Тайване и других регионах с умерен-
ным климатом была в основном BB-типа, тогда как у детей в 
Таиланде, Индонезии и других тропических странах – P-типа. 
Примечательно, что высокое содержание Blautia было ха-
рактерно для людей с кишечной микробиотой BB-типа, со-
ставляя 10% от общего бактериального состава BB-типа, но 
только 5% от общего бактериального состава P-типа [15].

Секвенирование образцов фекальной микробиоты 208 
тибетцев из 6 регионов на основе анализа операционных 
таксономических единиц показало, что представители рода 
Blautia доминировали в микробиоте кишечника всех обсле-
дованных и их содержание менялось с увеличением высоты 
над уровнем моря, индекса массы тела и возраста; в част-
ности, увеличилось содержание факультативных анаэробов 
[16]. Другое исследование показало, что преобладающими 
кишечными родами у японцев являются Bifidobacterium и 
Clostridium, а у американцев, китайцев, французов и испан-
цев  – Bacteroides, у австралийцев  – Blautia [17]. Вероятно, 
различия в микробном биоразнообразии кишечника челове-
ка в зависимости от географического местоположения в 
значительной степени связаны с наследственностью, обра-
зом жизни и особенностями питания [18].

Физиологические функции
Биотрансформация биоактивных веществ 
Бактерии рода Prevotella и Xylanibacter могут разлагать 

такие компоненты пищи, как целлюлоза и ксилан, которые 
не перевариваются организмом хозяина. В результате повы-
шается содержание короткоцепочечных жирных кислот 
(КЦЖК) в фекалиях, улучшается переваривание пищи [19]. 
В последние годы исследователей привлекает изучение 
биотрансформации и метаболизма травяных растений и 
функциональных пищевых продуктов с помощью Blautia. 
Исследования показали, что штамм Blautia spp. MRG-PMF1 
оказывает гидролитическое действие на функциональные 
группы арилметилового эфира в 5,7-диметоксифлавоне 
(5,7-ДМФ) и 5,7,4-триметоксифлавоне (5,7,4-ТМФ). Поли- 
метоксифлавоны представляют собой флавоноиды, выде-
ленные из Kaempferia и цитрусовых, обладающие противо-
раковыми, противовоспалительными, противовирусными и 
антикоагулянтными свойствами [20]. Штамм Blautia spp. 
MRG-PMF1 также обладает способностью к дегликозилиро-
ванию, вследствие чего может метаболизировать изофлаво-
ны, флавоны и флавоноиды в соответствующие агликоны. В 
ходе превращения флавоноидов реакции, катализируемые 
Blautia, включают деметилирование, дегидроксилирование, 

О- и С-дегликозилирование и расщепление С-кольца. Также 
исследователи обнаружили, что Blautia spp. MRG-PMF1 
может биотрансформировать икариин и куркумин в анаэ-
робных условиях (табл. 2) [21]. 

Диметилкуркумин, по сравнению с куркумином, обладает 
высоким антиканцерогенным потенциалом в отношении 
HCT116 рака толстой кишки, в то время как синтетический 
диметилкуркумин обладает нейропротекторным и противо-
воспалительным действием [22]. В то же время Blautia 
glucerasei spp. nov. HFTH-1 T продуцирует специфический 
внеклеточный фермент, который гидролизует глюкозилце-
рамид в функциональные вещества со специфическим про-
филактическим действием против рака толстой кишки [23].

Следует отметить, что некоторые виды биотрансформа-
ции с участием Blautia имеют потенциально негативные 
свойства. Так, некоторые виды Blautia могут осуществлять 
7-α-дегидроксилирование первичных желчных кислот и пре-
образовывать их во вторичные желчные кислоты, такие как 
литохолевая и дезоксихолевая. Их содержание коррелирует 
с развитием рака толстой кишки, и их обнаруживают в более 
высоких концентрациях в фекалиях пациентов с язвенным 
колитом, дисплазией или злокачественным новообразова-
нием [24].

Blautia также участвует в процессах дегликозилирования 
полифенолов и катаболизма лигнанов. В целом бактериаль-
ный метаболизм в кишечнике включает восстановление и 
гидролиз, в результате чего образуются неполярные низко-
молекулярные продукты [25]. Исследование биотрансфор-
мации Blautia имеет важное значение для разработки новых 
ферментов и биоактивных метаболитов для пищевых доба-
вок и обеспечивает ценную перспективу для дальнейших 
исследований кишечного микробиома человека [26, 27].

Связь со вторичными метаболитами
Вторичные метаболиты представляют собой биологиче-

ски активные соединения, продуцируемые микроорганизма-

Таблица 2. Биотрансформация биоактивных веществ
Table 2. Biotransformation of bioactive substances

Субстрат / 
Substrate

Штамм / 
Strain

Продукт биотрансформации / 
Product of biotransformation

5,7-ДМФ / 5,7-DMF Blautia spp.  
MRG-PMF1

Хризин / Chrysin

5,7,4-ТМФ / 5,7,4-TMF Апигенин / Apigenin

Икариин / Icariin Десметиликаритин, 
гидролизаты икарина / 
Desmethylicaritin, icarin 
hydrolysates

Куркумин / Curcumin Деметилкуркумин, 
бисдескуркумин / 
Demethylcurcumin, 
bisdescurcumin

Глюкозилцерамид / 
Glucosylceramide

Blautia glucerasei 
spp. nov. HFTH-1 T

Функциональные вещества 
со специфическим 
профилактическим 
действием против рака 
толстой кишки / Functional 
substances with specific 
preventive effects against colon 
cancer

ДМФ – диметоксифлавон, ТМФ – триметоксифлавон. /  
DMF – dimethoxyflavone, TMF – trimethoxyflavone.
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ми в процессе роста и жизнедеятельности, которые широко 
используются в антибактериальных, противоопухолевых 
препаратах, гербицидах и инсектицидах [28]. 

Одной из особенностей Blautia является ее антибактери-
альная активность, связанная с синтезом бактериоцинов. 
При изучении вторичных метаболитов у 74 штаммов Blautia 
был выявлен 261 кластер генов вторичного метаболическо-
го биосинтеза, включающих нерибосомальные пептиды, 
сактипептид, лантипептид, бактериоцин, лассопептид, бета-
лактон (табл. 3). Нерибосомальные пептиды и поликетиды – 
вторичные метаболиты с широким спектром свойств: сиде-
рофоры, участвующие в очистке железа, пигменты, которые 
обеспечивают защиту от множества факторов стресса, а 
также усвоение питательных веществ, химическую комму-
никацию и защитные реакции [29].

Виды B. obeum и B. producta могут ингибировать пролифе-
рацию C. perfringens и ванкомицин-резистентных энтерокок-
ков, что свидетельствует об их пробиотических функциях. 

Связь с метаболическим синдромом
В последние десятилетия во всем мире резко возросла 

распространенность метаболических заболеваний, связан-
ных с ожирением, таких как сахарный диабет 2-го типа 
(СД2), что, в свою очередь, привело к повышению распро-
страненности атеросклероза, неалкогольной жировой бо-
лезни печени и некоторых видов рака. Недавние исследова-
ния показали, что кишечная микробиота играет важную роль 
в ожирении и связанных с ним заболеваниях [33]. Было об-
наружено, что Blautia является единственным родом, кото-
рый показал выраженную отрицательную связь с накоплени-
ем висцерального жира у японцев, независимо от пола [34]. 
В другом исследовании у детей с ожирением было обнару-
жено более высокое содержание Bacteroides и более низкое 
содержание Firmicutes в кишечнике, что сопровождалось 
снижением содержания Blautia и Faecalibacterium. Другие 
ученые выявили, что количество Blautia значительно умень-
шилось у детей с диабетом по сравнению со здоровыми 
детьми [35]. Blautia является продуцентом уксусной кислоты 
в кишечнике, которая может ингибировать передачу сигна-
лов инсулина и накопление жира в адипоцитах путем акти-
вации рецепторов, связанных с G-белком GPR41 и GPR43. 

Это способствует метаболизму несвязанных липидов и глю-
козы в других тканях и, таким образом, облегчает течение 
заболеваний, связанных с ожирением [36]. Поперечное ис-
следование показало, что Blautia, особенно B. luti и 
B.  wexlerae, помогают уменьшить воспаление, связанное с 
ожирением. Таким образом, эти результаты могут служить 
базой для основанных на микробиоте стратегий ранней про-
филактики ожирения и его осложнений в будущем [37]. 

Также в недавних исследованиях было показано, что у 
детей при СД2 содержание бактерий Blautia и отношение 
Firmicutes/Bacteroidetes положительно коррелировали с 
уровнем гликированного гемоглобина (HbA1c). Некоторые 
авторы сообщали, что число Blautia положительно коррели-
ровало и с количеством аутоантител. Следовательно, бакте-
рии Blautia могут влиять на развитие СД2 посредством регу-
ляции иммунного ответа [38]. 

Связь с преэклампсией 
На сегодняшний день были опубликованы результаты 

первого исследования, в котором изучался состав кишечной 
микробиоты у женщин с преэклампсией (ПЭ), в котором 
были проанализированы образцы кала во время беремен-
ности, через 1 и 6 нед. после родов. Результаты показали 
ряд интересных особенностей: были выделены 13 ПЭ-
ассоциированных бактериальных видов, центральная роль в 
патологическом микробиоме кишечника при ПЭ принадле-
жала Blautia и Ruminococcus [39].

Связь с воспалением
Blautia, как род комменсальных облигатных анаэробных 

бактерий, играет важную роль в поддержании экологическо-
го баланса в кишечнике и предотвращении воспаления 
путем активизации кишечных регуляторных Т-клеток и про-
дукции КЦЖК [40]. 

Число воспалительных заболеваний кишечника (ВЗК), 
включая болезнь Крона и язвенный колит, в последние деся-
тилетия увеличивается во многих развивающихся странах, 
число которых в последние десятилетия увеличивается во 
многих развивающихся странах [41]. Анализ микробиоты 
фекалий и слизистых оболочек у больных ВЗК и здоровых 
людей показал, что количество Blautia значительно снижено 
в микробиоте слизистой оболочки слепой кишки у пациен-
тов с болезнью Крона [38]. Аналогичный факт был также 
зарегистрирован в микробиоте слизистых оболочек пациен-
тов с колоректальным раком [42]. Также было показано, что 
Blautia и Faecalibacterium prausnitzii составляют меньшую 
долю в микробиоте, ассоциированной со слизистой оболоч-
кой кишечника, у больных спорадическим раком по сравне-
нию со здоровыми людьми, но их много во внеопухолевой 
микросреде [43]. Имеются данные о распространенности 
Blautia у пациентов с ранним раком молочной железы [44]. 
Большинство представленных исследований были сосредо-
точены на уровне бактериального рода и не проводили углу-
бленного изучения на уровне видов или штаммов, в связи с 
этим необходимо продолжить оценку свойств бактерий 
Blautia на уровне видов и штаммов при различных физио-
логических и патологических состояниях для возможности 
оценки благотворного или неблагоприятного воздействие на 
здоровье человека. 

Таблица 3. Типы бактерицидов, продуцируемых Blautia
Table 3. Types of bactericides produced by Blautia

Штамм / Strain Бактериоцины/ Bacteriocins

B. schinkii DSM 
10518

Имеет кластер генов, кодирующий сактипептид [30] / 
Has a gene cluster encoding sactipeptide [30]

Blautia sp. SF-50 Имеет кластер генов, кодирующий сактипептид и 
лантипептид [31] / Has a gene cluster encoding sactipeptide 
and lanthipeptide [31]

B. obeum A2-162 Содержит новый лантибиотик – низин О, который 
показал антибактериальную активность в отношении 
Clostridium perfringens [32] / Contains a new lantibiotic – 
nisin O, which has shown antibacterial activity against 
Clostridium perfringens [32]

B. producta Ингибирует рост устойчивых к ванкомицину энтерококков 
(VRE), секретируя лантибиотик, аналогичный низину-А, 
который оказывает бактериостатическое действие [32] / 
Inhibits the growth of vancomycin-resistant enterococci (VRE) 
by secreting a lantibiotic similar to nisin-A, which has a 
bacteriostatic effect [32]
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�Воздействие других бактерий  
на представителей рода Blautia
Перекрестное питание Blautia, как рода анаэробных бак-

терий, с другими бактериями также в некоторой степени 
способствует регуляции метаболизма. Исследование 
J.A.Laverde Gomez et al. показало, что при использовании 
0,2%-го резистентного крахмала в качестве источника энер-
гии Ruminococcus bromii производит муравьиную кислоту, 
этанол и уксусную кислоту примерно в равных молярных 
соотношениях на среде RUM-RS [4]. Однако периодическое 
совместное культивирование с ацетогенными бактериями 
B.  hydronotrophica на крахмале приводило к исчезновению 
муравьиной кислоты при повышении уровня уксусной кисло-
ты. Секвенирование РНК использовалось для дальнейшего 
изучения межвидовых взаимодействий для обнаружения 
экспрессии генов в непрерывных совместных культурах 
R. bromii и B. hydronotrophica. Анализ транскриптома выявил 
повышенную регуляцию генов B. hydronotrophica, участвую-
щих в пути Вуда–Льюнгдаля, в дополнение к кластеру из 
10 генов, ответственному за усиление ферментации амино-
кислот с разветвленной цепью в совместной культуре. 
Перекрестное питание между видами, продуцирующими 
муравьиную кислоту, и видами, продуцирующими уксусную 
кислоту, может играть важную роль в образовании КЦЖК в 
толстой кишке и способствовать массовому производству 
уксусной кислоты [4]. Будучи ключевым анаэробным микро-
организмом, B. hydronotrophica потребляет H2 и CO2 по пути 
Вуда–Льюнгдаля с образованием уксусной кислоты. Этот 
путь активируется при сосуществовании с Bifidobacterium 
bifidum. B. bifidum служит особым видом, ферментирующим 
углеводы и производящим CO2, который является фиксиро-
ванным субстратом в пути Вуда–Льюнгдаля. Таким образом, 
изменения, наблюдаемые в пути Вуда–Льюнгдаля у B. hydro- 
notrophica, могут быть результатом перекрестного питания 
B. bifidum [45].

Заключение
Таким образом, являясь одним из доминирующих видов 

кишечной микробиоты, бактерии рода Blautia играют значи-
тельную роль в обмене веществ, воспалительных заболева-
ниях и биотрансформации. Большинство свойств этого рода 
ассоциированы с потенциальным пробиотическим эффек-
том, тогда как причинно-следственные связи между различ-
ным содержанием Blautia и метаболическими/воспалитель-
ными заболеваниями пока не до конца установлены. 
Количественное содержание бактерий по-разному коррели-
рует с различными патологическими состояниями (низкое 
содержание Blautia отмечается у людей, страдающих сахар-
ным диабетом / ожирением, тогда как повышение содержа-
ния отмечается при ВЗК). Однако необходимо осуществлять 
мониторинг взаимосвязи метаболических, функциональных 
и иммунных эффектов Blautia на состояние макроорганизма 
не только на уровне бактериального рода, но и на видовом 
уровне и даже на уровне штаммов. На сегодняшний день 
выделено всего несколько штаммов Blautia, и в руководстве 
Берджи нет описания характеристик этого рода, а информа-
ция о геноме остается ограниченной. Таким образом, необ-
ходимо выделить, секвенировать и описать больше штам-
мов Blautia от различных хозяев, чтобы охарактеризовать 

физиологические свойства этого рода и упорядочить их ге-
номы. Учитывая роль Blautia в метаболизме хозяина, также 
остается актуальным вопрос об изучении ее пробиотическо-
го потенциала.
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Н о в о с т и  н а у к и

Наборы для латексной агглютинации Microgen на сальмонеллу,  
легионеллу или золотистый стафилококк ID

Gold Standard Diagnostics запустила тесты быстрой ла-
тексной агглютинации Microgen – быстрые, простые и эконо-
мичные методы для подтверждающей идентификации коло-
ний сальмонеллы, легионеллы или золотистого стафилокок-
ка в пробах пищевых продуктов и окружающей среды.

Эти тесты, результаты которых достигаются всего за 2 
минуты, легко интегрируются в рабочие процессы лаборато-
рии, предлагая высокоспецифичную и чувствительную аль-
тернативу традиционным методам культивирования. Кроме 
того, их удобный дизайн не требует специального обучения 
или оборудования, что позволяет лабораториям немедленно 
внедрить их.

Microgen Latex Agglutination Kits [Электронный ресурс].
Режим доступа: https://www.rapidmicrobiology.com/news/microgen-latex-agglutination- 

kits-for-salmonella-legionella-or-staphylococcus-aureus-id (дата обращения: 20.06.2024).
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Уважаемые коллеги!
Информируем Вас о проведении IX Национального конгресса бактериологов, посвященного 50-летию  

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора,  
в соответствии с Приказом Роспотребнадзора от 04.04.2024 №245. Мероприятие пройдет в кластере «Ломоносов»  

Инновационного научно-технологического центра МГУ «Воробьевы горы» (г. Москва, Раменский бульвар, 1)

�Основные тематические направления конгресса  
и конференции
• �История развития и основные направления деятельности 

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микро-
биологии и биотехнологии» Роспотребнадзора.

• �Результаты научных исследований в рамках Центра геномных 
исследований мирового уровня по обеспечению биологической 
безопасности и технологической независимости, пятилетие 
деятельности которого отмечается в 2024 г.

• �Состояние и тенденции развития медицинской микробиологии: 
от классической микробиологии до геномных исследований.

• �Современные методы и алгоритмы идентификации возбудите-
лей инфекционных заболеваний, в т.ч. общих для человека и 
животных, поиск информативных маркеров для целей лабора-
торной диагностики.

• �Развитие генетических технологий для создания инновацион-
ных средств профилактики, лечения и диагностики инфекцион-
ных болезней.

• �Лекарственная устойчивость патогенов: состояние проблемы и 
направления исследований.

• �Новые аспекты санитарно-бактериологических исследований 
качества и безопасности пищевых продуктов.

• �Проблемы совершенствования нормативно-правовой базы по 
лабораторной диагностике инфекционных болезней, санитар-
но-микробиологическому контролю качества и безопасности 
пищевых продуктов, воды и кормов для животных.

• �Актуальные вопросы организации деятельности бактериологи-
ческих лабораторий системы Роспотребнадзора на современ-
ном этапе.

Контактное лицо по научной программе
Домотенко Любовь Викторовна, к.х.н., зав. лаб. ФБУН ГНЦПМБ
E-mail: domotenko@obolensk.org. Тел.: +7 (916) 334-55-26

Непрерывное медицинское образование
Планируется аккредитация научной программы Конгресса в си-

стеме НМО.

Дополнительное профессиональное обучение
Предусмотрен очно-заочный образовательный цикл с применени-

ем дистанционных технологий по теме «Генетические подходы в 
лабораторной диагностике и профилактике инфекционных заболе-
ваний» (объем 16 академических часов), разработанный в рамках 

Центра геномных исследований мирового уровня по обеспечению 
биологической безопасности и технологической независимости. По 
окончании курса будут выданы удостоверения установленного об-
разца.

�Правила оформления тезисов 
и формат изложения материала
Текст тезисов не должен превышать 3000 знаков с пробелами и 

должен быть напечатан в редакторе MS Word шрифтом Times New 
Roman 12 через один интервал. На первой строке размещается на-
звание тезисов (строчными буквами без аббревиатур), ниже – фа-
милия и инициалы авторов. Далее указываются организация, 
город, страна (допускается использование официального сокра-
щенного наименования организации, например – ВМедА им. 
С.М.Кирова, СЗГМУ им. И.И.Мечникова). 

Рекомендуемая структура тезисов: введение, цель, материалы и 
методы, результаты, заключение (выводы).

В тексте тезисов не должны содержаться рисунки, графики, та-
блицы, диаграммы и другие иллюстрации. 

Тезисы докладов будут напечатаны в сборнике материалов 
Конгресса. Сборник тезисов будет размещен в Национальной элек-
тронной библиотеке и проиндексирован в РИНЦ.

Тезисы докладов должны быть высланы не позднее 01 августа 
2024 г.

Контактное лицо для оформления тезисов
Говорунов Игорь Геннадиевич, 
тел.: +7 (4967) 36-00-46, +7 (903) 979-46-60
E-mail: govorunov@obolensk.org

Регистрация участников
Участникам Конгресса необходимо пройти регистрацию на 

сайте технического организатора (http://expodata.info).
Размещение в гостинице и оплата за проживание производится 

самостоятельно участниками Конгресса.
В рамках работы Конгресса пройдет выставка производителей 

медицинских изделий.
Вход на выставку и заседания Конгресса свободный. 

Технический организатор: ООО «Экспо Пресс». 
По вопросам участия в выставке и выступлениями с коммерче-

скими докладами обращаться к руководителю проекта 
Львову Михаилу Геннадьевичу, тел.: +7 (495) 617-36-79, 
E-mail: Lvov.m.g@inbox.ru
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Правила оформления статей  
(основные положения)

Журнал «Бактериология» публикуется на русском языке 
(резюме статей и ключевые слова – на русском и английском 
языках), распространяется на бумажном носителе и публику-
ется в электронной форме. 

К публикации принимаются экспериментальные и обзор-
ные статьи, а также короткие сообщения по прикладным и 
фундаментальным вопросам медицинской, ветеринарной и 
сельскохозяйственной бактериологии. Статьи принимаются 
без ограничения объема от граждан любой страны на русском 
языке. По согласованию с редакцией допускается публикация 
рекламных материалов, соответствующих тематике журнала.
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