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ФБУН ГНЦ ПМБ 50 лет – 

достижения и перспективы развития

В
сентябре 2024 г. состоялся IX Национальный 

конгресс бактериологов, посвященный 

50-летию ФБУН «Государственный научный центр 

прикладной микробиологии и биотехнологии» 

Роспотребнадзора. Конгресс объединил научных 

специалистов в области клинической и санитарной 

микробиологии, биотехнологии, эпидемиологии, 

работников Роспотребнадзора, практического здра-

воохранения и преподавателей высших учебных 

заведений, подвел итоги многолетней работе инсти-

тута, оценив его достижения и дальнейшие пер-

спективы научных исследований.

Всесоюзный научно-исследовательский инсти-

тут прикладной микробиологии (ВНИИ ПМ) создан 1 января 

1974 г. в соответствии с приказом начальника Главного 

управления микробиологической промышленности при Сове-

те Министров СССР В.Д.Беляева. В том же году вышло 

Постановление ЦК КПСС и Совета Министров СССР «О ме-

рах по ускоренному развитию молекулярной биологии и мо-

лекулярной генетики и использовании их достижений в на-

родном хозяйстве», которое обозначило цель – в кратчайшие 

сроки догнать ведущие западные страны в данных областях 

науки и покончить с остатками господствующей в предыдущие два десятилетия «лысенковщиной». 

Инициировали данное постановление и создание ВНИИ ПМ ведущие ученые-академики страны, рабо-

тающие не только в области биологии и медицины, но и в других областях науки, осознающие критиче-

скую важность для страны развития молекулярно-биологического направления. Институт непосред-

ственно подчинялся НПО «Биопрепарат», который последовательно возглавляли Огарков В.И. и 

Калинин Ю.Т. Была поставлена задача скорейшим образом достичь передового уровня развития моле-

кулярной биологии, молекулярной генетики и других областей естествознания, непосредственно связан-

ных с изучением физико-химических основ жизненных явлений, а также активизировать исследования 

в целях противодействия активности западных стран и защиты населения от потенциальных биологиче-

ских агентов.

Институт начал строиться на совершенно не тронутой лесной площадке Серпуховского района 

Московской области, вдали от городов и жилых поселков, что определяло возможность работы с опасны-

ми патогенами. Новый поселок получил название Оболенск. При двух директорах института – Виноградове-

Волжинском Дмитрии Владимировиче и Уракове Николае Николаевиче – было начато и завершено стро-

ительство комплекса сооружений, обеспечивающих выполнение задач института, в т.ч. высокотехноло-

гичного корпуса №1 для работы с особо опасными инфекциями. К 1990 г. число сотрудников центра 

приблизилось к 3000, было защищено более 50 докторских и 200 кандидатских диссертаций, обучение 

прошли более 120 аспирантов, было разработано и зарегистрировано множество научно-технологических 

документов на препараты, лабораторных методик, фармстатей, технических условий, методических посо-

бий и рекомендаций, новейших приборов для биомедицинских исследований, выполнен ряд федеральных 

целевых программ.

Во время перестройки и постперестроечный период институт переживал нелегкие времена, многие 

сотрудники перешли на работу в коммерческие структуры, несколько человек уехали за границу в поис-

ках возможности продолжения своих научных исследований. 
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В 1992 г. в Москве на основании соглашения России с западными странами был учрежден 

Международный научно-технический центр (МНТЦ), который начал финансировать множество научных 

проектов в области микробиологии и молекулярной генетики, что позволило сохранить часть коллектива 

исследователей центра. За время работы по программам МНТЦ в нашем центре было выполнено 73 про-

екта на сумму более 20 млн долларов. В этот период центр был оснащен современным оборудованием, 

развилась коллаборация с зарубежными учеными, проводились обучающие семинары и конференции в 

ведущих мировых научных центрах. 

Новый этап развития центра начался в 2005 г., когда вышло Распоряжение Правительства РФ о соз-

дании Федерального бюджетного учреждения науки «Государственный научный центр прикладной ми-

кробиологии и биотехнологии» (ФБУН ГНЦ ПМБ) в составе Роспотребнадзора. В немалой степени со-

хранению института и определению перспектив его деятельности способствовал академик Геннадий 

Григорьевич Онищенко, Главный государственный санитарный врач России. Задачами центра было 

определено проведение фундаментальных и прикладных научных исследований и работ в области эпи-

демиологии, бактериологии и биотехнологии, направленных на обеспечение санитарно-эпидемиологи-

ческого благополучия населения, включая опытно-промышленное производство биотехнологической 

продукции. Институт включился в работу по решению задач государственной санитарно-эпидемиологи-

ческой службы России, выполнив ряд важных проектов в этом направлении, и принял непосредственное 

участие в формировании и реализации Федеральной целевой программы «Национальная система хи-

мической и биологической безопасности Российской Федерации». В этот период центр стал инициато-

ром создания Совета молодых ученых и специалистов Роспотребнадзора, и с 2007 г. были проведены 

три первые конференции в Оболенске. 

В современный период развития института под руководством профессора Анны Юрьевны Поповой, 

Главного государственного санитарного врача Российской Федерации и руководителя Роспотребнадзора, 

продолжилось оснащение и совершенствование инфраструктуры Центра, что существенным образом 

сказалось на эффективности его научной, практической и производственной деятельности. Продолжилось 

выполнение задач Федеральной целевой программы «Национальная система химической и биологиче-

ской безопасности Российской Федерации (2015–2020 гг.), была сформирована и реализуется 

Госпрограмма «Обеспечение химической и биологической безопасности Российской Федерации» (2021–

2024 гг.). В рамках Федерального проекта «Развитие масштабных научных и научно-технологических 

проектов по приоритетным исследовательским направлениям» национального проекта «Наука и универ-

ситеты» создан и успешно функционирует «Центр геномных исследований мирового уровня по обеспече-

нию биологической безопасности и технологической независимости в рамках Федеральной научно-техни-

ческой программы развития генетических технологий» (2019–2030 гг.). Одним из существенных локомо-

тивов в научном сопровождении деятельности санэпидслужбы стало формирование Федерального про-

екта «Санитарный щит страны – безопасность для здоровья (предупреждение, выявление, реагирова-

ние)», предполагающего разработку диагностических и профилактических средств инфекционных забо-

леваний, реконструкции здания и лабораторий и строительство новых.

Предпосылками для выбора основного направления исследований ГНЦ ПМБ, связанного с углублен-

ным изучением функций патогенов, стали необходимость усиления контроля за исследованиями по уси-

лению функций патогенов, необходимость изучения влияния природных генетических мутаций, а также 

реальная опасность утечки новых форм микроорганизмов из лабораторий или создания высококонтаги-

озных штаммов в злонамеренных целях.

Одним из важных достижений в кадровой политике ГНЦ ПМБ явилась подготовка когорты специали-

стов по генной инженерии, способных решать сложные задачи по созданию биотехнологически значимых 

штаммов продуцентов целевых продуктов, необходимых для создания средств специфической профилак-

тики, диагностических и лечебных препаратов.

В результате выполнения существующих программ были разработаны технологические приемы созда-

ния инновационных средств специфической профилактики особо опасных инфекций бактериальной при-

роды. Для этого разработаны следующие платформы: живые прецизионно аттенуированные вакцины, 

субъединичные белковые или гликопротеидные вакцины, субъединичные полисахаридные вакцины, бак-

териальные тени, везикулы, нанокомпартаменты или инкапсулины, соответствующие основным направ-

лениям мировой науки в данной области. Сочетание разработанных платформ позволило в ряде случаев 

существенно поднять эффективность и безопасность новых бактериальных вакцин. Среди разработан-

ных вакцин, имеющих в т.ч. и стратегическое значение: «Чумная рекомбинантная трехкомпонентная субъ-

единичная» (ведется доклиника на павианах), «Туляремийная живая рекомбинантная улучшенная» (ве-

дется доклиника на павианах), «Эшерихиозная субъединичная полисахаридная антитоксическая (против 

О157:Н7 и О104:Н4)» (начата доклиника), «Сибиреязвенная рекомбинантная субъединичная» (начата 

доклиника), «Бруцеллезная рекомбинантная на основе обратной вакцинологии» (разработка). Кроме 
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того, разработаны эффективные прототипы вакцин против ряда возбудителей III–IV групп патогенности, 

как средство борьбы с нарастающей резистентностью клинических штаммов.

Разработана полная отечественная линейка для создания рекомбинантных человеческих монокло-

нальных антител (МКА) для лечения поражений людей биотоксинами. Препараты МКА получены к боту-

лотоксину типа А, рицину, шигатоксину 2-го типа, сибиреязвенному токсину, коронавирусу. Данная линей-

ка расширяется.

В направлении совершенствования методов биодетекции в центре получили развитие геномные и ме-

тагеномные методологии, основанные на секвенировании, ускоренные методы мультиплексного ПЦР-

анализа, использование геномного редактирования CRISPR-Cas детекцией, секвенирование – полноге-

номное и таргетное, иммунохимический анализ с собственными МКА и аптамерами, иммунохроматогра-

фические мультиплексные тест-системы, иммуно-ПЦР, клеточный сортинг с МКА для обогащения проб. 

Для восьми особо опасных инфекций реализована система DETECTR, которая выявляет ДНК-мишени с 

помощью комплексов gRNA-Cas12a (собственные реагенты), используя для детекции флюоресценцию, 

иммунохроматографию.

В области борьбы с резистентностью, помимо разработки вакцин, исследована роль интегронов в мо-

билизации, экспрессии и распространении генов резистентности, встроенных в генные кассеты, опреде-

ляющих множественную лекарственную устойчивость. Идентифицировано около 1000 интегронов и более 

100 разных генных кассет в геномах штаммов патогенов.

Для практической борьбы с резистентностью разработаны альтернативные антибиотикам препараты 

биологического происхождения: рекомбинантный эндолизин против Staphylococcus aureus, деполимеразы 

рекомбинантные против клебсиелл и аценетобактера, генноинженерный бактериоцин мундтицин. Все эти 

препараты доведены до возможности масштабного выпуска в биотехнологических производствах.

Для решения проблем молекулярной эпидемиологии и разработки средств борьбы с инфекциями соз-

дан «Национальный интерактивный каталог патогенных микроорганизмов и биотоксинов», для которого 

разработано программное обеспечение, позволяющее включать данные о генотипе и фенотипе храня-

щихся в коллекциях штаммов патогенов. Суммарный объем хранения информации в каталоге составляет 

около 190 терабайт, что эквивалентно примерно 500 тыс. штаммов. Одновременно осуществляются два 

процесса – создание и совершенствование каталога в рамках геномного центра и его наполнение инфор-

мацией из коллекционных фондов учреждений Роспотребнадзора в рамках программы «Санитарный 

щит».

Существенное внимание в центре уделяется производству средств диагностики, всего осуществляется 

выпуск 170 наименований препаратов, среди которых готовые сухие питательные среды (порядка 120 т в 

год), готовые питательные среды, иммунохроматографические тесты в полном отечественном цикле с 

использованием собственных МКА, ПЦР-тест-системы. 

 Одной из наиболее важных функций центра является проведение эпидемиологических расследований 

в рамках работы шести действующих референс-центров и испытательного лабораторного центра. Эта 

деятельность занимает значительное место в работе института, позволяя использовать собственные на-

работки в области биодетекции в реальной деятельности, давая возможность отслеживать тенденции в 

изменчивости наиболее актуальных патогенов и определять пути их распространения. 

В 2016 г. был создан журнал «Бактериология», учредителем которого стал ФБУН ГНЦ ПМБ 

Роспотребнадзора. К настоящему времени вышло 32 номера журнала, в апреле 2023 г. он включен в 

перечень ВАК по 5 специальностям. Центром проведено 9 Национальных конгрессов бактериологов, не-

сколько лет успешно работает «Национальное научно-практическое общество бактериологов», включаю-

щее более 600 членов и более 5000 респондентов. Созданная Центром триада ЖУРНАЛ – ОБЩЕСТВО 

– КОНГРЕСС находится в постоянном развитии и призвана объединять бактериологов страны и ближнего 

зарубежья, обеспечивая их новыми научными и практическими знаниями в данной профессиональной 

области, что в итоге существенным образом сказывается на качестве бактериологических исследований, 

возможностях лечения инфекционных заболеваний и эффективности купирования вспышек, вызванных 

патогенными микроорганизмами.

Таким образом, юбилейный конгресс, посвященный 50-летию ФБУН ГНЦ ПМБ, помимо реализации 

важной и насыщенной научной программы, позволил оценить достижения научного центра за многие 

годы работы в сфере здравоохранения, дать ей достаточно высокую оценку, определить основные на-

правления развития как центра, так и бактериологической науки в целом в нашей стране. 

Главный редактор, академик РАН И.А.Дятлов
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Шигатоксин (Stx), продуцируемый Escherichia coli, является основной причиной желудочно-кишечных расстройств, 
включая геморрагический колит, а также возникновения гемолитико-уремического синдрома. Представители семей-
ства Stx имеют АВ-структуру и состоят из токсичной А-субъединицы и пентамера из рецептор-связывающих 
В-субъединиц. Для изучения иммунопатогенеза, конструирования диагностических тест-систем, а также при создании 
терапевтических моноклональных антител необходимо получение рекомбинантного белка. Токсичность А-субъединицы 
шигатоксина препятствует получению высоких выходов белка за счет снижения плотности клеток культуры и/или 
ограничения количества белка внутри клетки-продуцента.
В представленной работе была проанализирована экспрессия А-субъединицы шигатоксина 2-го типа шестью разными 
продуцентами E. coli и синтез В-субъединицы одним продуцентом при различных условиях культивирования. В резуль-
тате было выявлено, что оптимальная продукция А- и В-субъединиц шигатоксина 2-го типа наблюдалась в составе 
химерного продукта с SUMO-пептидом штамма E. coli Rosetta (DE3)pLysS.
Экспрессию проводили в установленных в ходе исследования условиях культивирования: продуцента субъедини-
цы А – 20°С, 10 мкМ индуктора, 16 ч; продуцента субъединицы В – 20°С, 100 мкМ индуктора, 16 ч. Фрагмент SUMO-His 
был удален с помощью протеазы, и в результате работы был получен белок без дополнительных аминокислотных 
последовательностей. Установленный в ходе исследования алгоритм получения субъединиц использовали для полу-
чения целевого белка. 
Конечный выход А- и В-субъединиц шигатоксина 2-го типа составил 1,5 и 4 мг с литра культуральной жидкости соот-
ветственно. Идентичность рекомбинантных пептидов последовательностям Stx2А и Stx2B подтвердили методом масс-
спектрометрии. Доказали функциональную активность полученных белков и образование холотоксина при соедине-
нии растворов субъединиц in vitro. 
Ключевые слова: шигатоксин 2-го типа, рекомбинантный белок, инактивирующий рибосомы белок, культивирование

Для цитирования: Шкуратова М.А., Марьин М.А., Рогозин М.М., Калмантаева О.В., Хлынцева А.Е., Сурин А.К., Фирстова В.В. Оптимизация 
условий экспрессии рекомбинантных субъединиц шигатоксина 2-го типа Escherichia coli при использовании различных алгоритмов получения 
целевого белка. Бактериология. 2024; 9(3): 8–19. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-3-8-19
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Optimization of the expression conditions of recombinant shiga toxin type 2 subunits from Escherichia coli

П
родуцирующие шигатоксин  Escherichia coli (STEC) 

являются возбудителями тяжелой пищевой инфекции, 

которая может привести к опасным для жизни осложнениям, 

варьирующим от кровавой диареи и геморрагического коли-

та до гемолитико-уремического синдрома (ГУС) и невроло-

гических проблем [1]. Основными факторами патогенности 

STEC-штаммов являются шигатоксины (Stx), которые под-

разделяются на 2 типа: шигатоксин типа 1 (Stx1) и шигаток-

син типа 2 (Stx2), гомологичный шигатоксину 1-го типа на 

56% [2]. При этом штаммы E. coli, продуцирующие Stx2, 

более вирулентны и чаще связаны с развитием ГУС у людей 

[3]. В связи с этим проблема своевременной диагностики, 

профилактики и терапии STEC-инфекции является актуаль-

ной. Для разработки средств диагностики и терапии необхо-

димо получение рекомбинантного Stx2. 

Все члены семейства шигатоксинов сходны по строению 

и механизму действия. Данные белки представляют собой 

двухкомпонентные молекулы, в которых А-субъединица об-

ладает ферментативной активностью, а В-субъединица от-

вечает за связывание с рецептором. Представители семей-

ства относятся к группе токсинов, инактивирующих рибо-

сомы, и вследствие этого ведут к ингибированию синтеза 

белка в клетке, индуцированию апоптоза, а также могут 

вызывать измененную экспрессию генов/белков в эпители-

альных клетках, эндотелиальных клетках, моноцитах и ме-

зангиальных клетках [4].

Цельный токсин (холотоксин, голотоксин) имеет структуру 

АВ5, т.е. он образован одной крупной (32–33 кДа) А-субъ-

единицей и пятью небольшими (7–8 кДа) В-субъединицами, 

формирующими пентамерное кольцо (35–40 кДа). Общая 

масса белка составляет ~70 кДа [5]. Пентамер из В-субъ-

единиц выполняет рецептор-связывающую функцию и обе-

спечивает перемещение холотоксина внутрь клеток-мише-

ней посредством эндоцитоза. Функциональным рецепто-

ром Stx1 и Stx2 цитоплазматических мембран эукариоти-

ческих клеток является нейтральный гликосфинголипид 

глоботриазоилцерамид (Gb3) или глоботетраозилцерамид 

(Gb4) [1, 6]. Энзиматическая субъединица А состоит из 

двух фрагментов (А1 и А2), соединенных дисульфидной 

связью. Небольшой фрагмент А2 обеспечивает связыва-

ние с пентамером из В-субъединиц через центральную 

пору, а фрагмент А1 отвечает за проявление токсичности 

[1, 7]. Между фрагментами StxA расположен узнаваемый 

протеазами цитозоля участок. В этом месте субъединица 

разрезается при попадании в клетку, после чего фрагмен-

ты остаются соединенными между собой только дисуль-

фидной связью. Полный разрыв происходит, когда токсин 

попадает в эндоплазматическую сеть [8, 9]. Тогда А1-

фрагмент выходит в цитозоль, попадает к рибосомам и 

инактивирует их, отщепляя аденин на 28S рРНК 60S-субъ-

единицы эукариотических рибосом или 23S рРНК 50S-субъ-

единицы прокариотических рибосом у большинства видов 

организмов [1, 10]. В результате ингибирования синтеза 

белка запускаются необратимые процессы, приводящие к 

гибели клетки [4].

Использование анатоксина в лабораторных эксперимен-

тах затруднено из-за низкого выхода белка при выделении 

из естественных продуцентов [11]. Несмотря на большое 

количество статей, в которых описываются различные под-

ходы к получению рекомбинантных шигатоксинов [11–15], 

остается актуальной проблема получения полноразмерных 

биологически активных шигатоксинов и увеличения конеч-

ного выхода рекомбинантных белков. Это связано с тем, что 

токсичная А-субъединица может приводить к мутациям, не-

стабильности штаммов экспрессии (модификации и/или ги-

бели продуцентов), многоэтапности и трудоемкости процес-

са очистки белков [14]. Также трудность получения холоток-

сина сопряжена с нестабильностью отдельных субъединиц. 

В конце концов, неестественно высокие скорости синтеза 

токсичного белка могут приводить к отсутствию дисульфид-

ных связей и неправильной укладке белка, что, в свою оче-

редь, ведет к деградации белка или образованию телец 

включения [11, 14].

Для увеличения выхода конечного продукта, в первую 

очередь, удобно синтезировать субъединицы отдельно друг 

от друга и производить сборку после очистки [11]. Также 

раздельное получение субъединиц упрощает работу с про-

дуцентами с точки зрения биологической безопасности (про-

Shiga toxin (Stx) produced by Escherichia coli is a main cause of gastrointestinal disorders, including hemorrhagic colitis, as 
well as of hemolytic-uremic syndrome. Members of the Stx family have an AB structure and consist of a toxic A subunit and a 
pentamer of receptor-binding B subunits. To study immunopathogenesis, design diagnostic test systems, and to create 
therapeutic monoclonal antibodies, it is necessary to produce a recombinant protein. The toxicity of the Stx A subunit prevents 
the production of the high-yield protein by reducing the density of culture cells and/or limiting the amount of the protein inside a 
producing cell.
The present work dealt with expression of the Stx2 A subunit by six different E. coli producers as well as with synthesis of the 
B subunit by the same one producer under different culture regimen. As a result, it was revealed that the optimal production of 
Stx2 A and B subunits by E. coli Rosetta (DE3) pLysS strain was observed as a part of a chimeric product with a SUMO protein.
Expression was performed under culture conditions determined during the research. The A subunit producer was cultured at 
20°C in the presence of 10 μM inducer for 16 h. The B subunit producer was cultured at 20°C with 100 μM inducer for 16 h. 
The SUMO-His fragment was excised with protease, and as a result, of the work, a protein was obtained without additional 
amino acid sequences. The algorithm for producing the subunits established during the research was used to obtain the target 
protein 
The final yield of the Stx2 A and B subunits was 1.5 mg/L and 4 mg/L of the culture fluid, correspondingly. The identity of the 
recombinant peptides to the Sts 2 A and Stx2 B sequences was confirmed by mass spectrometry. The functional activity of the 
produced proteins and the formation of the holotoxin during combining solutions of the subunits in vitro were confirmed. 
Key words: shiga toxin type 2, recombinant protein, ribosome inactivating protein, cultivation

 Shkuratova M.A., Maryin M.A., Rogozin M.M., Kalmantaeva O.V., Khlyntseva A.E., Surin A.K., Firstova V.V. Optimization of the expression conditions of 
recombinant shiga toxin type 2 subunits from Escherichia coli using various algorithms for producing the target protein. Bacteriology. 2024; 9(3): 8–19. 
(In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2024-3-8-19
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дуценты холотоксина, согласно СанПиНам, с 2011 г. относят-

ся ко II группе патогенности) [16].

Таким образом, при получении рекомбинантного шигаток-

сина 2-го типа для увеличения выхода конечного продукта 

оптимально синтезировать субъединицы отдельно, особое 

внимание необходимо уделить А-субъединице, оказываю-

щей токсический эффект на клетки-продуценты. 

Цель нашего исследования заключалась в оптимизации 

способа получения рекомбинантных субъединиц А и В шига-

токсина 2-го типа (rStx2А и rStx2В).

Материалы и методы

 Получение продуцентов рекомбинантных субъединиц А 

и В шигатоксина 2-го типа

Получение штаммов E. coli Rosetta (DE3)pLysS, несущих 

экспрессионные плазмиды pET SUMO-Stx2В и pET SUMO-

Stx2А, описано авторами в предыдущей статье [17]. Вкратце, 

гены субъединиц шигатоксинов получали методом ПЦР-

амплификации ДНК штамма E. coli O157:H7 (ГКПМ-

Оболенск, №6098) и клонировали в экспрессионный вектор 

pET SUMO (Invitrogen). Плазмиды с генами белков интереса 

трансформировали в штамм E. coli Rosetta (DE3)pLysS. 

Клетки выращивали в аутоиндукционной питательной среде 

ZYM-5052 при 25°С в течение 24 ч. В результате хроматогра-

фической очистки получили rStx2А и rStx2В. Выход с 1 л 

культуры составлял около 1 и 2 мг соответственно.

Дополнительно плазмида pET SUMO-Stx2А была транс-

формирована методом электропорации в штамм NiCo21(DE3) 

(NEB).

Полноразмерный ген А-субъединицы Stx2 в данном ис-

следовании был также получен методом ПЦР-амплификации 

ДНК штамма E. coli O157:H7 (№6098). Для реакций исполь-

зовали высокоточную ДНК-полимеразу Phusion Hot Start II 

(Thermo Fisher Scientific, США) и в первом случае праймеры 

Stx2А_LIC51F (5’-GGTGATGATGATGACAAGCGGGAGTTTAC

GATAGACTTT-3’) и Stx2А_LIC51R (5’-GGAGATGGGAAGTCAT

TATTTACCCGTTGTATATAAAAAC-3’) для клонирования в век-

тор pLATE (Thermo Scientific) по технологии безлигазного 

клонирования; во втором случае – праймеры Stx2АNcoF 

(5’-ATATCCATGGGTCGGGAGTTTACGATAGACTTT-3’) и 

Stx2АXhoR (5’-TTAACTCGAGTTTACCCGTTGTATATAAAAAC-

3’) для клонирования в вектор pET-22b(+) (Novagen) по сай-

там NcoI/XhoI согласно протоколу, указанному в руковод-

стве. Параметры амплификации в обеих реакциях были 

следующими: первоначальная денатурация в течение 1 мин 

при 98°С, далее 30 циклов: 10 с при 98°С, 15 с при 58°С и 

1 мин при 72°С; финальная элонгация длилась 2 мин. 

Продукты реакций очищали при помощи микроцентрифуж-

ных колонок QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen).

Плазмиды методом трансформации вводили в электро-

компетентные клетки E. coli DH12S. Бактериальные коло-

нии, выросшие на селективной питательной среде с ампи-

циллином (Amp, 100 мкг/мл), подвергали скринингу на на-

личие вставки методом ПЦР. Амплификацию проводили с 

помощью Taq ДНК-полимеразы и прямого праймера, ожи-

гающегося в области Т7-промотора T7forward 

(5’-TAATACGACTCACTATAGGG-3’), и соответствующих 

вставке ген-специфических обратных праймеров: для 

штаммов с плазмидой pLATE – LIC Reverse Sequencing 

primer (5’- GAGCGGATAACAATTTCACACAGG-3), для штам-

мов с плазмидой pET-22b(+) – Stx2АNcoF, при следующих 

условиях: первоначальная денатурация в течение 3 мин при 

95°С с последующими 23 циклами по 30 с при 95°С, 30 с 

при 55°С и 1 мин при 72°С. По результатам анализа отбира-

ли клоны, которые использовали при проведении дальней-

шей работы.

Для подтверждения соответствия нуклеотидных последо-

вательностей гену белка Stx2А и их правильной ориентации 

в векторах плазмиды отправляли на секвенирование (ЗАО 

«Евроген Ру», Москва, РФ). Сконструированные плазмиды 

назвали pLATE-Stx2А и pET-22b(+)-Stx2А. Полученные век-

торы экспрессии, несущие ген белка Stx2А, трансформиро-

вали в экспрессионные штаммы E. coli Rosetta (DE3)pLysS 

(Novagen) и NiCo21(DE3). 

Краткая характеристика всех полученных продуцентов 

представлена в табл. 1.

Таким образом, для экспрессии субъединиц шигатокси-

нов 2-го типа E. coli в нашей лаборатории было получено 6 

продуцентов Stx2А и 1 продуцент Stx2В.

Культивирование и экспрессия белка 

Штаммы NiCo21(DE3) и E. coli Rosetta (DE3)pLysS, несу-

щие экспрессионные плазмиды pLATE51-stx2А, pET-22b(+)-

stx2А, pET SUMO-stx2А, а также штаммы E. coli Rosetta (DE3)

pLysS, несущие экспрессионную плазмиду pET SUMO-stx2В, 

высевали на ночь на твердую агаризованную среду с соот-

ветствующими антибиотиками (табл. 1) в рабочей концентра-

ции (Kan – 30 мкг/мл; Amp – 100 мкг/мл; Cam – 25 мкг/мл). 

Единичные колонии петлей переносили в жидкую среду 

2xYT, содержащую 0,1% глюкозы и соответствующие штам-

Таблица 1. Характеристика полученных штаммов-продуцен-

тов субъединиц шигатоксина 2-го типа E. coli
Table 1. Characteristics of the obtained strains producing subunits 
of Shiga toxin type 2 E. coli

№ Штамм /
Strain 

Плазмида / 
Plasmid

Ген белка / 
Protein gene

Антибиотик 
для селекции / 
Antibiotic for selection

1 NiCo21(DE3) pET SUMO stx2А Канамицин / 
Kanamycin 

2 pET-22b(+) stx2А Ампициллин / 
Ampicillin 

3 pLATE51 stx2А Ампициллин / 
Ampicillin 

4 E. coli Rosetta
(DE3)pLysS

pET SUMO stx2А Канамицин, 
хлорамфеникол / 
Kanamycin, 
Chloramphenicol 

5 pET-22b(+) stx2А Ампициллин, 
хлорамфеникол / 
Ampicillin, 
Chloramphenicol 

6 pLATE51 stx2А Ампициллин, 
хлорамфеникол / 
Ampicillin, 
Chloramphenicol 

7 E. coli Rosetta
(DE3)pLysS

pET SUMO stx2В Канамицин, 
хлорамфеникол / 
Kanamycin, 
Chloramphenicol
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мам и плазмидам антибиотики, и инкубировали при 37°С в 

течение 24 ч.

Инокуляты из пробирок со штаммами-продуцентами 

Stx2А вносили в соответствующие пробирки на 50 мл, со-

держащие 5 мл свежей среды, до OD600 0,01–0,03 (OD600 – 

оптическая плотность суспензии при λ = 600 нм). 

Культивирование осуществляли при вращении на ротацион-

ном шейкере (200 об./мин) при 37°С. При достижении OD600 

~0,9 охлаждали пробирки с продуцентами до комнатной 

температуры и добавляли индуктор – изопропил-β-D-

тиогалактопиранозид (ИПТГ) – в разной концентрации: 100, 

10 и 1 мкМ/мл. Дальнейшее наращивание проводили при 

пониженных температурах: 30, 25 и 20°С. Отбирали пробы 

клеток из всех образцов Stx2А до добавления индуктора и 

через 2 и 16 ч после введения в среду ИПТГ. Осадки из 

200 мкл культуры лизировали в буфере (50 мМ трис pH 8, 

50 мМ хлорида натрия, 0,2% тритон x-100, 1 мМ дитиотрие-

тол, 0,1 мг/мл лизоцим) и анализировали в восстанавливаю-

щих условиях методом вертикального электрофореза в 

12%-м полиакриламидном геле (ПААГ) с окрашиванием ку-

масси R-250.

Суточную культуру штамма-продуцента Stx2В использо-

вали для инокуляции в свежую питательную среду до ~0,01–

0,03 OD600. Культивирование Stx2В осуществляли в колбах 

Эрленмейера объемом 750 мл, содержащих по 100 мл пита-

тельной среды в каждой, при вращении на ротационном 

шейкере (200 об./мин) при 37°С до достижения логарифми-

ческой фазы (~0,6 OD600). Далее охлаждали колбы с про-

дуцентами до комнатной температуры и добавляли ИПТГ в 

различных концентрациях. Дальнейшее наращивание про-

водили при пониженных температурах. Отбирали пробы 

клеток из образцов штамма-продуцента Stx2В до добавле-

ния индуктора и через 2 и 16 ч после введения в среду ИПТГ. 

Условия культивирования после введения индуктора пред-

ставлены в табл. 2. 

Отобранные осадки из 200 мкл культуры также лизирова-

ли в 100 мкл буфера для лизиса и анализировали в восста-

навливающих условиях методом вертикального электрофо-

реза в 12%-м или 15%-м ПААГ. Собранные центрифугирова-

нием со 100 мл культуры осадки клеток замораживали при 

-80°C для хранения.

Анализ синтеза целевых белков

Анализ синтеза целевых белков проводили методом им-

муноблоттинга. Для этого проводили электрофорез лизатов 

(по 5 мкл/лунку) в восстанавливающих условиях в 12%-м 

ПААГ по методу Лэммли. Белки из гелей переносили на ни-

троцеллюлозные мембраны с помощью полуэлектридной 

ячейки для переноса TransBlot SD SemiDry (Bio-Rad) по стан-

Рис. 1. Анализ синтеза Stx2А в штамме E. coli Rosetta (DE3)pLysS 

с плазмидой pET SUMO в среде 2xYT при различных условиях 

культивирования через 16 ч после добавления индуктора. 

Электрофорез лизатов клеток в 12%-м ПААГ в восстанавливаю-

щих условиях. Имммуноблот с мышиными МКА против His-Tag. 

Стрелкой указана рассчитанная с помощью программы моле-

кулярная масса целевого белка.

Дорожки: 1 – маркер молекулярного веса белка PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – 30°С, 100 мкМ ИПТГ; 3 – 30°С, 10 мкМ ИПТГ; 

4 – 30°С, 1 мкМ ИПТГ; 5 – 25°С, 100 мкМ ИПТГ; 6 – 25°С, 10 мкМ 

ИПТГ; 7 – 25°С, 1 мкМ ИПТГ; 8 – 20°С, 100 мкМ ИПТГ; 9 – 20°С, 

10 мкМ ИПТГ.

Fig. 1. Analysis of Stx2A synthesis in E. coli Rosetta (DE3)pLysS 
strain with pET SUMO plasmid in 2xYT medium under different 
cultivation conditions 16 h after addition of the inducer. 
Electrophoresis of cell lysates in 12% PAGE under reducing 
conditions. Immunoblot with mouse MAbs against His-Tag. The 
arrow indicates the molecular weight of the target protein calculated 
using the program.
Lanes: 1 – PageRuler Prestained Plus Protein Ladder molecular weight 

marker; 2 – 30°C, 100 μM IPTG; 3 – 30°C, 10 μM IPTG; 4 – 30°C, 1 μM 

IPTG; 5 – 25°C, 100 μM IPTG; 6 – 25°C, 10 μM IPTG; 7 – 25°C, 1 μM 

IPTG; 8 – 20°C, 100 μM IPTG; 9 – 20°C, 10 μM IPTG.

Рис. 2. Результаты хроматографической очистки А-субъединицы 

шигатоксина 2-го типа. Электрофорез образцов в 12%-м ПААГ 

в восстанавливающих условиях. Стрелками указаны молеку-

лярные массы целевого белка в составе химерного продукта и 

после удаления слитого белка, рассчитанные с помощью про-

граммы.

Дорожки: 1 – маркер молекулярного веса белка PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – рекомбинантный Stx2A после разрезания 

SUMO-протеазой (33 кДа), 3 мкг; 3 – рекомбинантный Stx2A в соста-

ве химерного продукта (Stx2A+ SUMO-His, 46 кДа), 3 мкг. 

Fig. 2. Results of chromatographic purification of the A-subunit of 
Shiga toxin type 2. Electrophoresis of samples in 12% PAGE under 
reducing conditions. Arrows indicate the molecular weights of the 
target protein as part of the chimeric product and after removal of 
the fusion protein, calculated using the program.
Lanes: 1 – molecular weight marker of the protein PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – recombinant Stx2A after cleavage with SUMO 

protease (33 kDa), 3 μg; 3 – recombinant Stx2A as part of the chimeric 

product (Stx2A + SUMO-His, 46 kDa), 3 μg.
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дартному протоколу. Мембраны блокировали в 1%-м моло-

ке. После отмывки мембраны инкубировали с первичными 

антителами в концентрации 3 мкг/мл. Для контроля синтеза 

белка Stx2А использовали мышиное моноклональное анти-

тело (МКА) против гистидина (6х-His-Tag Monoclonal Antibody, 

Thermo Fisher Scientific, США). Для контроля синтеза белка 

Stx2В использовали коммерческое гуманизированное МКА 

уртоксазумаб (ТМА-15) [18, 19]. После инкубации мембраны 

производили отмывку от несвязавшихся антител. Для детек-

ции анти-Stx2А-МКА и анти-Stx2B-МКА использовали вто-

ричные антитела, связанные с пероксидазой хрена: козье 

антимышиное (в разведении 1:500) и козье против γ-цепи 

иммоноглобулина G человека (в разведении 1:5000) соот-

ветственно. Визуализацию осуществляли с помощью реак-

тива 3,3-диаминобензидин тетрагидрохлорид (Sigma).

Очистка целевых белков и их характеристика

Оптимальный протокол индукции, подобранный в ходе 

исследования, использовали для культивирования штам-

мов-продуцентов целевых белков. Биомассу, собранную 

центрифугированием с 1 л жидкой культуры клеток, замора-

живали для хранения при 80°C.

Бактериальные осадки ресуспендировали в буфере А 

(25 мМ трис-HCl, pH 8,6; 150 мМ NaCl, 10мМ имидазола, 

0,2% твин-20 и 2% глицерина) и лизировали по стандартно-

му протоколу с дальнейшей мягкой обработкой ультразву-

ком (Bandelin SONOPULS HD 2200, Германия) на льду до 

полного разрушения клеток. Клеточный дебрис осаждали на 

центрифуге при 48000 g в течение 15 мин при 4°С.

Очистку рекомбинантных белков из осветленных лизатов 

проводили с использованием хроматографа Amersham 

Biosciences ÄKTA FPLC (Швеция).

Осветленный лизат наносили на предварительно уравно-

вешенную буфером А колонку с сорбентом (Sepax Techno-

logies, Китай). Проскок собирали для анализа. Белки элюи-

ровали буфером Б состава: 25 мМ трис-HCl, pH 8,6; 150 мМ 

NaCl, 200 мМ имидазола, 0,2% твин-20 и 2% глицерина. 

Полученный образец подвергали диализу против буфера А 

в течение ночи для удаления имидазола из раствора. 

Полученный раствор белка инкубировали с протеазой SUMO 

(1 мкг/мл и 10X SUMO Protease Buffer) и DTT (дитиотреитол 

1 мкг / мл) при 30°С в течение 2-3 ч и повторно наносили на 

колонку с сорбентом Polar MC60-Ni Excel. Целевые белкиа 

содержались в проскоке. Сорбированный на колонке оста-

ток элюировали буфером Б. На каждом этапе отбирали 

пробы для анализа.

Далее проводили гель-фильтрационную очистку на урав-

новешенной фосфатно-солевым буфером (ФСБ) колонке 

Superdex Peptide 10/300 GL (GE Healthcare, США) для заме-

ны буфера и удаления низкомолекулярных веществ. На ос-

новании данных электрофореза в 15%-м ПААГ в денатури-

рующих условиях определяли фракции, в которых содержа-

лись белки интереса, и объединяли растворы.

Концентрацию очищенного белка измеряли при помощи 

спектрофотометра Smart Spec Plus (BioRad Laboratories, 

США) при длине волне 250–350 нм, используя в качестве 

стандарта бычий сывороточный альбумин (БСА).

Также для определения концентрации использовали ин-

фракрасный спектрофотометр Direct Detect (Millipore, США). 

Систему заранее откалибровали с использованием раство-

ра БСА в ФСБ. 

Для оценки чистоты полученных рекомбинантных белков 

проводили электрофорез в 12%-м и 15%-м ПААГ в денату-

рирующих условиях по методу Лэммли. Гель окрашивали 

кумасси бриллиантовым синим (R-250), молекулярную массу 

полученных полос сравнивали с коммерческим маркером 

молекулярных масс PageRuler Prestained Plus Protein Ladder.

Масс-спектрометрический анализ белков

Разделение пептидов проводили на нанопотоковом хро-

матографе Easy nLC 1000 (Thermo Scientific, США), соеди-

ненном с масс-спектрометром высокого разрешения 

OrbiTrap Elite ETD (Thermo Scientific, Германия). Параметры 

хроматографии: колонка, набитая в лабораторных условиях 

диаметр 75 мкм, длина 150 мм, заполнена фазой Aeris 

3,6 мкм WIDEPORE XB-С18 (Phenomenex, США). Буферы 

для градиента А: вода mQ, 0,1% муравьиной кислоты. Фаза 

В: 80% ацетонитрила, 0,1% муравьиной кислоты. Разделение 

проводили в профиле элюции с 5% В до 60% В в течение 

120 мин. Скорость потока элюента 250 нл/мин. Панорамный 

масс-спектр записывали с разрешением 60 000 на 400 m/z, 

спектры фрагментации – с разрешением 15 000 на 400 m/z. 

Фрагментацию ионов проводили в автоматическом режиме 

с использованием метода HCD (фрагментация, активиро-

ванная соударениями в высокоэнергетической ячейке). Все 

измерения проводили при следующих условиях: напряжение 

на входном капилляре 1,8 кВ, температура входного капил-

ляра – +200°С, нормализованная энергия активации для 

HCD – 28,0, ширина изоляции целевого иона – 2 m/z. Анализ 

масс-спектрометрических данных проводили с помощью 

коммерческой программы PeaksStudio 7.5.

Таблица 2. Условия культивирования штамма-продуцента Stx2В в среде 2xYT

Table 2. Cultivation conditions of the Stx2B producer strain in 2xYT medium

№ Штамм и плазмида / 
Strain and plasmid

Концентрация антибиотика, мкг/мл / 
Antibiotic concentration, μg/ml

Температура экспрессии, °С / 
Expression temperature, °C

Концентрация ИПТГ, мкМ/мл / 
IPTG concentration, μM/ml

Время, ч / 
Time, h

1 E. coli Rosetta (DE3)pLysS 
с плазмидой pET SUMO

Kan30, Cam25 30 1 2; 16

2 30 10 2; 16

3 25 1 2; 16

4 25 10 2; 16

5 25 100 2; 16

6 20 10 2; 16

7 20 100 2; 16
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 Функциональная активность рекомбинантных 

субъединиц и оценка цитотоксичности Stx2

Исследования функциональной активности рекомбинант-

ных субъединиц и цитотоксичности полученного Stx2 прово-

дили на клеточной линии Vero в МТТ-тесте [20]. Для опреде-

ления CD50 холотоксина в пробирке соединяли рекомби-

нантные субъединицы Stx2A и Stx2B, причем Stx2B всегда 

добавляли в 5-молярном превышении по отношению к Stx2A 

(для сохранения соотношения АВ5). В культуральные план-

шеты с клеточной линией Vero, содержащие 1•104 клеток/

Рис. 3. Идентификация методом масс-спектрометрического анализа с использованием программного обеспечения PEAKS Studio. 

Синим цветом на рисунке с последовательностью белка обозначены идентифицированные пептиды.

Fig. 3. Identification by mass spectrometric analysis using PEAKS Studio software. The identified peptides are shown in blue in the figure 
with the protein sequence.
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лунку, добавляли Stx2A, Stx2В и Stx2 в различных концен-

трациях: 240; 120; 60; 30; 15; 7,5; 3,7; 1,8 нг/мл. В качестве 

контроля использовали лунки со средой без токсина (100% 

жизнеспособных клеток, контроль сравнения К1) и лунки с 

добавлением мертиолята натрия (Oskar Tropitzsch, Германия) 

до конечной концентрации 0,024% (100% нежизнеспособных 

клеток, контроль сравнения К2). Все исследуемые точки ду-

блировали в 6 повторностях. Подготовленные культураль-

ные планшеты оставляли на 72 ч в CO2-инкубаторе. Через 

72 ч инкубации в лунки добавляли по 10 мкл стокового рас-

твора MTT (тиазолил синий тетразолий бромид) и инкубиро-

вали еще 4 ч. Затем аккуратно убирали культуральную 

среду с MTT и лизировали клеточный слой добавлением 

200 мкл диметилсульфоксида (Sigma-Aldrich, США). Для пол-

ного лизиса клеток и равномерного растворения кристаллов 

формазана планшеты помещали на платформу шейкера 

TS-100C (BioSan, Латвия) и качали 10 минут 500 об./мин при 

комнатной температуре. Оптическую плотность клеточного 

лизата измеряли при длине волны 540 нм (OD540) на план-

шетном спектрофотометре xMark (Bio-Rad, США). Процент 

выживших клеток после добавления Stx определяли по фор-

муле:

Процент выживших клеток =
ОПср. опытных лунок  × 100%, (1)
ОПср. контрольных лунок (К1-К2)

где 

ОПср. опытных лунок – это средняя (для 6 повторностей) 

оптическая плотность лунок с исследуемыми образцами;

ОПср. контрольных лунок – разница оптической плотности 

контрольных лунок:

К1 – контроль сравнения, 100% жизнеспособных клеток;

К2 – контроль сравнения, 100% нежизнеспособных кле-

ток.

Результаты исследования и их обсуждение

Получение рекомбинантной А-субъединицы шигатоксина 

2-го типа

Для конструирования оптимального продуцента субъеди-

ницы А шигатоксина 2-го типа использовали 2 штамма: 

NiCo21(DE3) и E. coli Rosetta (DE3)pLysS.

В геноме клеток коммерческого штамма NiCo21(DE3) 

инактивированы гены протеолитических ферментов lon (ци-

топлазматическая протеаза) и ompT (периплазматическая 

протеаза), что в нашем эксперименте предотвращает воз-

можную протеолитическую деградацию синтезируемого 

Stx2А-полипептида.

Клетки штамма E. coli Rosetta (DE3)pLysS содержат тРНК 

для кодонов AGG, AGA, AUA, CUA, CCC, GGA, которые редко 

используются в E. coli дикого типа, что обеспечивает усиле-

ние экспрессии гетерологичных белков. Также штамм E. coli 

Rosetta (DE3)pLysS содержит плазмиду pLysS, которая про-

дуцирует лизоцим фага Т7, дополнительно ингибирующий 

транскрипцию Т7-управляемых гетерологичных генов, что 

задерживает синтез токсичных для клеток-продуцентов бел-

ков до начала индукции.

Поскольку Stx2А является токсичным белком для клеток 

хозяина (E. coli), базальная экспрессия гена может привести 

к нестабильности плазмиды и/или гибели клеток-продуцен-

тов. Для решения данной проблемы эффективно использо-

вать один из плазмидных векторов, рекомендованных для 

получения токсичных белков. При создании векторов экс-

прессии наш выбор остановился на трех вариантах: pET 

SUMO, pET-22b(+), pLATE.

На базе двух штаммов E. coli Rosetta (DE3)pLysS с 

NiCo21(DE3) и с использованием трех экспрессионных век-

торов pET SUMO, pET-22b(+), pLATE было сконструировано 

6 продуцентов Stx2А. Для получения высокого выхода целе-

вого белка подбирали температурный режим (30, 25 и 20°С), 

Рис. 4. Анализ синтеза Stx2В, слитого с SUMO-белком, в клетках 

E. coli Rosetta (DE3)pLysS при различных условиях культивиро-

вания через 2 (А) и 16 ч (Б) после добавления индуктора. 

Электрофорез лизатов клеток в 12%-м ПААГ в невосстанавли-

вающих условиях. Иммуноблот с коммерческим гуманизиро-

ванным МКА ТМА-15 (уртоксазумаб), специфичным к Stx2B.

Дорожки: 1 – маркер молекулярного веса белка PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – контроль, до добавления IPTG; 3 – 30°С, 

1 мкМ ИПТГ; 4 – 25°С, 1 мкМ ИПТГ; Дорожка 5 – 30°С, 10 мкМ ИПТГ; 

6 – 25°С, 10 мкМ ИПТГ; 7 – 20°С, 10 мкМ ИПТГ; 8 – 25°С, 100 мкМ 

ИПТГ; 9 – 20°С, 100 мкМ ИПТГ.

Fig. 4. Analysis of the synthesis of Stx2B fused with SUMO protein 
in E. coli Rosetta (DE3)pLysS cells under different cultivation 
conditions 2 (A) and 16 h (B) after the addition of the inducer. 
Electrophoresis of cell lysates in 12% PAGE under non-reducing 
conditions. Immunoblot with commercial humanized mAb TMA-15 
(urtoxazumab), specific for Stx2B.
Lanes: 1 – molecular weight marker of the protein PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – control, before the addition of IPTG; 3 – 30°C, 

1 μM IPTG; 4 – 25°C, 1 μM IPTG; Lane 5 – 30°C, 10 μM IPTG; 6 – 25°C, 

10 μM IPTG; 7 – 20°C, 10 μM IPTG; 8 – 25°C, 100 μM IPTG; 9 – 20°C, 

100 μM IPTG.
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концентрацию индуктора (100,10 и 1 мкМ) и продолжитель-

ность культивирования штаммов-продуцентов (2, 16 ч).

После культивирования штаммов-продуцентов Stx2А при 

разных условиях было отобрано и проанализировано мето-

дами электрофореза 108 образцов. Однако после окраши-

вания гелей не наблюдалось полос на уровне теоретически 

ожидаемой молекулярной массы целевого продукта, что 

может свидетельствовать о низкой концентрации целевого 

белка или полном его отсутствии. Поэтому дополнительно 

мы использовали иммуноблоттинг, который является более 

чувствительным методом выявления специфического белка. 

Согласно расчетам, выполненным с использованием ком-

пьютерных программ (https://web.expasy.org/protparam/), це-

левой белок, находящийся в составе химерного продукта 

(Stx2А+SUMO-His), должен иметь молекулярную массу 

~46 кДа, а во всех остальных случаях – ~33 кДа. В результа-

те иммуноблоттинга было установлено, что Stx2А содержит-

ся в лизатах штамма E. coli Rosetta (DE3)pLysS с плазмидой 

pET SUMO-stx2А в составе химерного продукта Stx2А+SUMO-

His (рис. 1). В остальных образцах белок Stx2А не выявили.

Также анализ результатов иммуноблоттинга позволил вы-

явить наиболее оптимальные условия получения rStx2А в 

штамме E. coli Rosetta (DE3)pLysS, несущем плазмиду pET 

SUMO. На основании сравнительного исследования было 

выявлено, что наибольшее количество Stx2А наблюдается в 

образце №8, культивируемом при условиях 20°С, 10 мкМ 

ИПТГ, через 16 ч после добавления индуктора (рис. 1, до-

рожка 9). 

Штамм-продуцент А-субъединицы шигатоксина E. coli 

Rosetta (DE3)pLysS наращивали по выбранной стратегии 

культивирования, бактериальные осадки лизировали и про-

водили металл-хелатную хроматографическую очистку. 

После гидролиза химерного продукта, катализируемого 

SUMO-протеазой, получили белок с молекулярной массой 

~33 кДа, что соответствует молекулярной массе Stx2А. 

Результаты хроматографической очистки представлены на 

рис. 2.

Конечный выход Stx2А составил 1,5 мг с литра, что сопо-

ставимо с данными других исследователей [11–15]. Чистота 

белка, проанализированная с помощью программного обе-

спечения Gel-Pro Analyzer, составляла 90%. 

Верификацию белка Stx2А проводили с использованием 

масс-спектрометрического анализа. В результате анализа 

был определен 151 пептид белка субъединицы А с суммар-

ным покрытием последовательности белка 84% (рис. 3). 

Пептидов, соответствующих последовательности субъеди-

ницы В, обнаружено не было.

Для идентификации белка мы брали содержащую лидер-

ный пептид последовательность Stx2А из базы данных. 

Полученный нами белок не содержит лидерного пептида, 

поэтому данный фрагмент не обнаруживается в образце. 

Таким образом, суммарное покрытие относительно целевой 

последовательности рекомбинантной А-субъединицы шига-

токсина 2-го типа составляет 90%.

 Получение рекомбинантной В-субъединицы 

шигатоксина 2-го типа

На следующем этапе мы получили В-субъединицу Stx2. 

Для этого использовали штамм E. coli Rosetta (DE3)pLysS, 

несущий экспрессионную плазмиду pET SUMO-Stx2В. При 

культивировании штамма-продуцента Stx2В в среде 2xYT при 

разных условиях было отобрано и проанализировано 14 ин-

дуцированных образцов. Согласно расчетам, произведенным 

с помощью компьютерной программы (https://web.expasy.org/

protparam/), молекулярная масса белка интереса, находяще-

гося в составе химерного продукта (Stx2В+SUMO-His), долж-

на составлять 21 кДа. Поскольку электрофорез лизатов кле-

ток-продуцентов не демонстрировал четкого различия интен-

сивности окраски белковых полос, мы использовали иммуно-

блоттинг для выявления Stx2В в образцах. 

В результате анализа с использованием коммерческого 

МКА был выявлен белок, соответствующий по молекуляр-

ной массе Stx2В+SUMO-His (рис. 4).

В результате иммуноблоттинга было установлено, что 

Stx2B содержится в двух образцах уже через 2 ч (рис. 4А) и 

практически во всех образцах через 16 ч (рис. 4Б) после 

индукции, причем наибольшее количество целевого белка 

обнаруживалось в образце №7 (20°С, 100 мкМ ИПТГ) через 

16 ч после добавления индуктора (дорожка 9).

Таким образом, в эксперименте было установлено, что 

для полученного штамма-продуцента наиболее оптимальны-

Рис. 5. Результаты хроматографической очистки В-субъединицы 

шигатоксина 2-го типа. Электрофорез образцов в 15%-м ПААГ 

в восстанавливающих условиях. Стрелками указаны молеку-

лярные массы целевого белка в составе химерного продукта и 

после удаления слитого белка, рассчитанные с помощью про-

граммы.

Дорожки: 1 – маркер молекулярного веса белка PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – рекомбинантный Stx2В в составе химерного 

продукта (Stx2A+ SUMO-His, 21 кДа), 3 мкг; 3 – элюат после разре-

зания, содержащий SUMO-His (13 кДа); 4 – рекомбинантный Stx2В 

после разрезания SUMO-протеазой (8 кДа), 3 мкг.

Fig. 5. Results of chromatographic purification of the B-subunit of 
Shiga toxin type 2. Electrophoresis of samples in 15% PAGE under 
reducing conditions. Arrows indicate the molecular weights of the 
target protein in the chimeric product and after removal of the 
fusion protein, calculated using the program. 
Lanes: 1 – molecular weight marker of the protein PageRuler Prestained 

Plus Protein Ladder; 2 – recombinant Stx2B in the chimeric product 

(Stx2A+ SUMO-His, 21 kDa), 3 μg; 3 – eluate after cleavage, containing 

SUMO-His (13 kDa); 4 – recombinant Stx2B after cleavage with SUMO 

protease (8 kDa), 3 μg.
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ми условиями для синтеза В-субъединицы шигатоксина 2-го 

типа являются снижение температуры инкубирования до 

20°С и увеличение времени до 16 ч при использовании ИПТГ 

в концентрации 100 мкМ. Методику культивирования данно-

го образца использовали в дальнейшем для получения 

В-субъединицы шигатоксина.

Штамм-продуцент E. coli Rosetta (DE3)pLysS с экспресси-

онной плазмидой pET SUMO-Stx2В культивировали по вы-

бранной стратегии экспрессии, биомассу с 1 л жидкой куль-

туры лизировали и очищали с помощью металл-хелатной 

хроматографии. Выделенный белок с молекулярной массой 

21 кДа подвергали протеолизу с использованием SUMO-

протеазы, в результате в проскоке обнаруживался белок с 

молекулярной массой ~8 кДа, что соответствует ожидаемой 

молекулярной массе Stx2В. Результаты очистки рекомби-

нантной В-субъединицы шигатоксина 2-го типа представле-

ны на рис. 5.

В результате конечный выход Stx2В составил 4 мг с 

литра. Чистота белка, проанализированная с помощью про-

граммного обеспечения Gel-Pro Analyzer, составляла 85%.

Верификацию белка Stx2В проводили масс-

спектрометрическим анализом. В результате анализа были 

определены 69 пептидов белка субъединицы В с суммарным 

покрытием последовательности белка 78% (рис. 6).

Пептидов, соответствующих последовательности субъе-

диницы А, обнаружено не было. Так как полученный нами 

rStx2В не содержит лидерного пептида, который представ-

лен на последовательности, взятой из базы данных, он не 

обнаруживается в образце. В связи с вышесказанным сум-

марное покрытие относительно целевой последовательно-

сти В-субъединицы составляет 100%.

 Оценка функциональной активности rStx2А и rStx2В 

и цитотоксичности холотоксина

Функциональным рецептором шигатоксина 2-го типа яв-

ляется нейтральный гликосфинголипид глоботриазоилцера-

мид (Gb3), локализующийся на цитоплазматических мем-

бранах эндотелиальных клеток почек. В связи с этим клеточ-

ную линию Vero использовали для определения функцио-

нальной активности и цитотоксичности rStx2А и rStx2В. 

Результаты исследования представлены на рис. 7.

В опыте белки Stx2А и Stx2В по отдельности не оказыва-

ли цитотоксического действия на культуру Vero. Однако воз-

действие холотоксина (соединение субъединиц in vitro) вы-

зывало дозозависимую гибель клеток Vero. Значение 50%-й 

цитотоксической дозы для рекомбинантного шигатоксина 

2-го типа в эксперименте составляло 15 нг/мл.

В первоначальных исследованиях по получению шигаток-

синов полноразмерные белки синтезировались с выделени-

ем в культуральную жидкость [15], но это затрудняет выде-

ление белка при получении его в больших объемах, а также 

не исключает гибели продуцентов в процессе экспрессии и 

не приводит к высокому выходу продукта. В России опубли-

кован патент [21], в котором говорится о получении токсина 

при внесении точечных мутаций с синтезом белка в пери-

плазму. Однако периплазматическое пространство занима-

Рис. 6. Идентификация Stx2B методом масс-спектрометрического анализа с использованием программного обеспечения PEAKS 

Studio. Синим цветом на рисунке с последовательностью белка обозначены идентифицированные пептиды.

Fig. 6. Identification of Stx2B by mass spectrometric analysis using PEAKS Studio software. The identified peptides are shown in blue in 
the protein sequence figure.
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ет малую часть от объема клетки, поэтому выход получается 

невысоким. В связи с этим для увеличения выхода опти-

мально получать субъединицы токсина отдельно друг от 

друга при синтезе в цитоплазму. Чаухан и соавт. [11] сооб-

щали о получении А-субъединицы шигатоксина 2-го типа, но 

в их работе белок выделяется в виде телец включения и 

приходится проводить ренатурацию белка, что может сказы-

ваться на биологической активности продукта. 

Наши исследования показали, что продукция белка в 

штаммах, несущих плазмиды pET-22b(+)-stx2А и pLATE51-

stx2А, и штамме NiCo21(DE3) с плазмидой pET SUMO-stx2А 

является неудачной. Единственным штаммом, который обе-

спечивал синтез А-субъединицы шигатоксина 2-го типа, был 

E. coli Rosetta (DE3)pLysS, трансформированный плазмидой 

pET SUMO-stx2А. Таким образом, целевой белок был синте-

зирован в составе химерного продукта. За счет этого обес-

печивался правильный фолдинг и белок удалось выделить в 

растворимой форме. Аналогичный штамм E. coli Rosetta 

(DE3)pLysS, трансформированный плазмидой pET SUMO-

stx2В, использовали для получения рекомбинантной 

В-субъединицы шигатоксина 2-го типа. 

Благодаря удалению фрагмента SUMO-His конечные А- и 

В-субъединицы шигатоксина 2-го типа получились без до-

полнительных аминокислотных последовательностей, что 

должно способствовать их правильной сборке в холотоксин, 

а также предотвращать перекрытие активных центров для 

сохранения функциональной активности.

Учитывая тот факт, что неестественно высокие скорости 

синтеза белка могут приводить к отсутствию дисульфид-

ных связей и неправильной укладке белка, что, в свою 

очередь, влечет деградацию белка или образование телец 

включения, мы осуществляли подбор условий культивиро-

вания штаммов-продуцентов. Для решения данной пробле-

мы бактерии наращивали при температуре индукции, по-

ниженной до 30, 25 или 20°С, и вводили ИПТГ в различной 

концентрации с одновременным увеличением времени ин-

дукции. 

В результате анализа влияния различных факторов на 

продукцию белка были установлены оптимальные условия 

для получения Stx2А и Stx2В. Помимо снижения деградации 

белка, это также позволило повысить конечную биомассу 

клеток.

Клетки Vero использовали для анализа клеточной цито-

токсичности, поскольку эти клетки экспрессируют высокий 

уровень рецептора Gb3, который связывается с шигатокси-

нами. В микротесте rStx2А и rStx2В проявляли цитотоксиче-

скую активность при образовании холотоксина in vitro, что 

подтверждает их функциональную активность.

Таким образом, нами были подобраны условия по опти-

мизации способа получения рекомбинантных субъединиц А 

и В шигатоксина 2-го типа (rStx2А и rStx2В). Наиболее опти-

мальной методикой получения субъединицы А шигатоксина 

2-го типа является использование штамма E. coli Rosetta 

(DE3)pLysS, несущего экспрессионную плазмиду pET SUMO, 

при культивировании в среде 2xYT наиболее продуктивно 

наращивать клетки до OD600 ≈1 (для набора максимальной 

биомассы) и инкубировать при 20°С после добавления 

10 мкМ ИПТГ в течение 16 ч.

Субъединица В шигатоксина 2-го типа успешно продуци-

ровалась в штамме E. coli Rosetta (DE3)pLysS, несущем экс-

прессионную плазмиду pET SUMO, в среде 2xYT. Увеличение 

конечного выхода белка обеспечивалось при культивирова-

нии при сниженной до 20°С температуре после добавления 

ИПТГ в концентрации 100 мкМ, экспрессия белка продолжа-

лась в течение 16 ч.

Установленный в ходе исследования алгоритм получения 

субъединиц использовали для получения целевого белка. 

Конечный выход составлял для Stx2А 1,5 мг с литра, для 

Stx2В – 4 мг с литра. Идентичность рекомбинантных белков 

Stx2А и Stx2B подтвердили методом масс-спектрометрии. В 

ходе данной работы была показана функциональная актив-

ность полученных белков в форме холотоксина в микротесте 

МТТ по определению цитотоксичности.
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Н о в о с т и  н а у к и

Модель развития вентилятор-ассоциированной пневмонии

Пневмония, ассоциированная с вентиляцией, определяется как пневмония, которая развивается у пациента, находящего-

ся на искусственной вентиляции легких более 48 ч через эндотрахеальную трубку. Она вызвана образованием биопленки 

на трубке, которая вводит патогенные микробы, такие как Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae и Candida albicans, 

в нижние дыхательные пути пациента. В настоящее время отсутствуют точные модели развития вентилятор-ассоциирован-

ной пневмонии in vitro. Это значительно ограничивает понимание того, как среда внутри хозяина изменяет физиологию па-

тогена, и эффективность стратегий профилактики или лечения вентилятор-ассоциированной пневмонии. Разработана вос-

производимая модель, имитирующая образование биопленки этих патогенов в среде, имитирующей хозяина, и показано, 

что полученная матрица биопленки отличается от наблюдаемой в стандартной лабораторной питательной среде. В модели 

патогены выращиваются на сегментах эндотрахеальной трубки в присутствии новой синтетической среды слизи вентилиру-

емых дыхательных путей, которая имитирует среду внутри хозяина. Для характеристики системы с точки зрения состава и 

структуры матрицы биопленки по сравнению со стандартной лабораторной средой роста использовались ферменты, раз-

рушающие матрицу, и криосканирующая электронная микроскопия. Как видно на примере пациентов, биопленки патогенов 

вентилятор-ассоциированной пневмонии в данной модели либо требовали очень высоких концентраций антимикробных 

препаратов для уничтожения, либо не могли быть уничтожены. Однако сочетание ферментов, разрушающих матрицу, с ан-

тимикробными препаратами значительно улучшило удаление биопленки всех патогенов. Эта модель эндотрахеальной труб-

ки in vitro информирует о фундаментальной микробиологии в контексте вентилятор-ассоциированной пневмонии и имеет 

широкое применение в качестве скрининговой платформы для мер по борьбе с биопленкой, включая использование фер-

ментов, разрушающих матрицу, в качестве антимикробных адъювантов.

Walsh D, Parmenter C, Bakker SE, Lithgow T, Traven A, Harrison F.

A new model of endotracheal tube biofilm identifies combinations of matrix-degrading enzymes and antimicrobials able to 

eradicate biofilms of pathogens that cause ventilator-associated pneumonia.

Microbiology (Reading). 2024 Aug;170(8). DOI: 10.1099/mic.0.001480
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Endometriosis is a common hormone-dependent disease associated with chronic inflammation, the etiology and pathogenesis 
of which are the subject of scientific debate. According to the results of modern research, there is a relationship between the 
composition of the intestinal microbiota (IM) and endometriosis, including its individual forms. 
The aim of the study was to analyze the composition of IM in patients with external genital endometriosis. A single-stage study 
of IM was conducted in 56 patients with endometriosis and 35 conditionally healthy women of comparable age. Faecal samples 
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Эндометриоз является распространенным гормонозависимым заболеванием, ассоциированным с хроническим вос-
палением, этиология и патогенез которого являются предметом научных дискуссий. По результатам современных 
исследований, существует взаимосвязь между составом кишечной микробиоты (КМ) и эндометриозом, включая его 
отдельные формы. 
Цель исследования – провести анализ состава КМ у пациенток с наружным генитальным эндометриозом (НГЭ). 
Проведено одномоментное исследование КМ у 56 пациенток с НГЭ и 35 условно здоровых женщин, сопоставимых по 
возрасту. Образцы фекалий исследованы методом культуромики с посевом на расширенный спектр питательных сред 
и последующей видовой идентификации всех выделенных микроорганизмов с помощью времяпролетной масс-
спектрометрии (MALDI-TOF MS). По результатам исследования КМ пациенток с НГЭ оказалась представлена мень-
шим видовым и таксономическим разнообразием, увеличением индекса Bacillota/Bacteroidota за счет повышения 
абсолютного и относительного числа факультативно-анаэробных условно-патогенных микроорганизмов (УПМ) 
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp. и облигатно-анаэробных УПМ Clostridium spp. и снижения 
количества комменсальных бактерий Weissella spp., обладающих противовоспалительным и пробиотическим потенци-
алом, а также дисбаланса бактероидов. Кроме того, отмечалось повышение частоты встречаемости и титра грамотри-
цательных УПМ Citrobacter spp., обладающих провоспалительным потенциалом за счет эндотоксина бактериальной 
стенки. Таким образом, КМ пациенток с НГЭ характеризуется снижением видового богатства, увеличением числа 
УПМ на фоне снижения бактерий-симбионтов. 
Ключевые слова: эндометриоз, кишечная микробиота, культуромика, MALDI-TOF масс-спектрометрия
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Э
ндометриоз является гормонозависимым заболевани-

ем, ассоциированным с хроническим воспалением, 

частота встречаемости которого может достигать 18% среди 

женщин репродуктивного возраста [1]. Несмотря на широ-

кую распространенность заболевания, отмечается задержка 

в постановке диагноза, составляющая в среднем от 6 до 10 

лет [2]. Это указывает на значимость совершенствования 

методов диагностики эндометриоза, в т.ч. неинвазивных.

Этиология и патогенез эндометриоза остаются предме-

том научных дискуссий, несмотря на существование более 

10 теорий его возникновения. Японские исследователи 

K.N.Khan et al. выдвинули гипотезу бактериального зараже-

ния, концепция которой выстроена на влиянии контамина-

ции менструальной крови Escherichia coli. Ими было показа-

но, что бактериальный эндотоксин липополисахарид (ЛПС), 

воздействуя опосредованно через Toll-подобные рецепторы 

4-го типа, может стимулировать выработку провоспалитель-

ных цитокинов и факторов роста, тем самым способствуя 

развитию хронического воспаления [3]. Считается, что в па-

тогенез эндометриоза вносит вклад эстроболом. Показано, 

что ряд микроорганизмов, включая Bacteroides spp., Lacto-

bacillus spp., Bifidobacterium spp., Escherichia spp., могут се-

кретировать β-глюкуронидазу – фермент, способствующий 

деконъюгированию эстрогенов в просвете кишечника в ак-

тивные формы, что создает локальную эндогенную гиперэ-

строгению [4, 5].

Ввиду потенциального вклада микробиоты в генез эндо-

метриоза, а также необходимости в усовершенствовании 

неинвазивной диагностики заболевания ряд исследовате-

лей сделали попытку выявить значимые изменения микроб-

ного состава, характерные для эндометриоза. Однако дан-

ные литературы неоднозначны не только по полученным 

результатам, но также по выборке пациенток и области ис-

следования [6–11]. Тем не менее в настоящее время изуча-

ется возможность использования информации о составе 

микробиоты для диагностики и терапии многих заболева-

ний, в т.ч. путем проведения микробиологического исследо-

вания образцов фекалий пациентов методом культуромики 

[12, 13]. Данные литературы свидетельствуют о том, что при 

эндометриозе отмечается изменение соотношения ряда 

микробных сообществ [6–11]. Несмотря на достаточное ко-

личество работ по изучению взаимосвязи состава микро-

биоты и эндометриоза, лишь единичные исследования про-

ведены на кишечной микробиоте (КМ) человека [11]. Важно 

отметить, что анализ отделяемого желудочно-кишечного 

тракта (ЖКТ) является одним из наиболее простых и удоб-

ных методов с точки зрения сбора материала, а диагности-

ческая значимость образцов фекалий сопоставима с други-

ми исследуемыми биологическими средами [14]. Изучение 

КМ также является обоснованным, поскольку до 85% паци-

енток с эндометриозом имеют различные желудочно-кишеч-

ные симптомы [15].

Таким образом, целью настоящего исследования явля-

лось проведение анализа состава КМ у пациенток с наруж-

ным генитальным эндометриозом (НГЭ).

Материалы и методы

Дизайн исследования

Проведено одномоментное исследование на базе 

Института микробиологии, антимикробной терапии и эпиде-

миологии ФГБУ «НМИЦ АГП им. В.И.Кулакова» Минздрава 

России в период с декабря 2021 г. по декабрь 2023 г. 

Основную группу составили 56 пациенток с НГЭ (средний 

возраст 29 (25; 36) лет, средний индекс массы тела (ИМТ) 

20,05 (18,45; 21,55) кг/м2), в группу сравнения включены 

35 условно здоровых пациенток (средний возраст 27 (26; 

28,75) лет, средний ИМТ 21,9 (19,73; 24,13) кг/м2). Иссле-

дуемые группы были сопоставимы по возрасту и ИМТ (  

> 0,05). Критерий включения в основную группу: наличие 

признаков НГЭ по данным магнитно-резонансной томогра-

фии органов малого таза. Критерий включения в группу 

сравнения: отсутствие признаков генитального эндометрио-

за по данным экспертного ультразвукового исследования 

органов малого таза. Дополнительные критерии включения 

пациенток обеих групп: возраст от 18 до 45 лет; наличие 

информированного согласия на участие в исследовании, 

одобренном этическим комитетом ФГБУ «НМИЦ АГП 

им. В.И.Кулакова» Минздрава России. Критерии невключе-

ния пациенток обеих групп: невозможность сбора образцов 

фекалий для микробиологического исследования утром в 

день проводимого исследования; наличие симптомов со сто-

роны ЖКТ, которые могли бы помешать сбору материала; 

менструация; прием антибактериальных или пробиотиче-

ских препаратов, гормонотерапия как минимум за 3 мес. до 

включения в исследование. Критерии исключения для обеих 

групп: наличие тяжелой соматической патологии; наличие 

онкологических заболеваний на момент включения в иссле-

дование или в анамнезе; органические заболевания ЖКТ на 

момент включения в исследование или в анамнезе.

were examined by culturomics with inoculation on an extended range of nutrient media and subsequent species identification 
of all isolated microorganisms using time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS). According to the results of the study, 
the IM of endometriosis patients was represented by a lower species and taxonomic diversity, an increase in the Bacillota/
Bacteroidota index due to an increase in the absolute and relative number of facultative anaerobic opportunistic pathogens 
Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp. and obligate-anaerobic Clostridium spp., and a decrease in the 
number of commensal bacteria Weissella spp., which have anti-inflammatory and probiotic potential, as well as an imbalance 
of bacteroids. In addition, there was an increase in the frequency of occurrence and titer of gram-negative Citrobacter spp., 
which have proinflammatory potential due to bacterial wall endotoxin. Thus, the IM of patients with endometriosis is characterized 
by a decrease in species richness, an increase in the number of opportunistic pathogens against the background of a decrease 
in symbiont bacteria.
Key words: endometriosis, gut microbiota, culturomics, MALDI-TOF mass spectrometry
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Методы исследования

В ходе работы выполнено микробиологическое исследо-

вание просветной микробиоты ЖКТ методом культуромики 

с использованием расширенного спектра универсальных, 

селективных и дифференциально-диагностических пита-

тельных сред. Пробы фекалий собирали в стерильный кон-

тейнер без консерванта и доставляли в лабораторию в тече-

ние 3 ч. Для оценки видового и количественного состава (в 

пересчете на 1 г биоматериала) готовили десятикратные 

серийные разведения фекалий в физиологическом раство-

ре с последующим посевом на питательные среды.

Для культивирования аэробных и факультативно-анаэ-

робных микроорганизмов использовали: колумбийский кро-

вяной агар, хромогенную среду Brilliance, сальмонелла-ши-

гелла агар, декстрозный агар, среду для выявления и диф-

ференциации Streptococcus agalactiae (CHROMagar; Фран-

ция), маннит-солевой агар (Himedia; Индия), энтерококковый 

агар, агар Эндо (ФГУН «ГНЦ ПМБ»; Россия), для грибов – 

агар Сабуро (Oxoid; Великобритания). Засеянные чашки 

Петри помещали в термостат (37°С и для грибов дополни-

тельно – 30°С). Микроаэрофилы выращивали в СО2-

инкубаторе (5% СО2) при 37°С: лактобациллы – на лактоба-

кагаре (ФГУН «ГНЦ ПМБ»; Россия), кампилобактер – на 

среде для выделения кампилобактера. Облигатные анаэро-

бы культивировали на предварительно редуцированных 

средах: агаре Шедлера с необходимыми добавками, основ-

ном агаре для анаэробов, железосульфитном агаре, перф-

рингенс-агаре, селективном агаре для Clostridium difficile 

(Oxoid; Великобритания); агаре для бифидобактерий 

(Himedia; Индия) в условиях анаэробного бокса (Whitley DG 

250 Anaerobic Workstation, Великобритания) в атмосфере 

трехкомпонентной газовой смеси (N2 – 80%; CO2 – 10%; Н2 – 

10%) в течение 3–4 суток. Видовую идентификацию прово-

дили с помощью времяпролетной масс-спектрометрии 

(MALDI-TOF MS) на масс-спектрометре MicroFlex, с про-

граммным обеспечением MALDI BioTyper (Bruker Daltonics, 

Германия), версия 5.0. Микроорганизм считали идентифици-

рованным до вида с высокой степенью вероятности при 

значениях SCORE ≥ 2,0.

Статистический анализ

Размер выборки определялся сопоставимым с представ-

ленными в исследованиях других авторов [6–11]. Для стати-

стической обработки данных использовались программы 

IBM SPSS Statistics (v.26) и MedCalc statistical software (вер-

сия 20.104–64-bit). Для количественных показателей были 

рассчитаны: среднее значение (М), среднеквадратическое 

отклонение (SD), медиана (Ме), интерквартильный интервал 

(Q1; Q3), для качественных и порядковых показателей – ча-

стоты (%). Все количественные параметры были проверены 

на соответствие нормальному распределению с помощью 

критерия Шапиро–Уилка. Параметры, имеющие распреде-

Рис. 1. Изменение состава кишечной микробиоты по типам и родам у пациенток основной группы (C, D) и группы сравнения (А, B). 

ГС – группа сравнения, ОГ – основная группа.

Fig. 1. Changes in the composition of the intestinal microbiota by type and gender in patients of the main group (C, D) and the comparison 
group (A, B). CG – comparison group, MG – main group.
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ление, отличное от нормального, представлены в формате 

Ме (Q1; Q3). Для нахождения различий между группами при-

меняли критерий Манна–Уитни (для количественных показа-

телей) и χ2 (для категориальных показателей). Расчет видо-

вого богатства проводился с использованием индексов 

Маргалефа, Менхиника, а также индексов Симпсона, 

Шеннона для выявления изменения таксономического раз-

нообразия (альфа-разнообразия). Критический уровень зна-

чимости при проверке статистических гипотез принимался 

равным 0,05.

Результаты исследования и их обсуждение

В основной группе и группе сравнения выделены 656 и 

477 штаммов микроорганизмов соответственно, принадле-

жавших к пяти типам микроорганизмов: Bacillota (ранее 

Firmicutes), Bacteroidota (ранее Bacteroidetes), Actinomycetota 

(ранее Actinobacteria), Pseudomonadota (ранее Proteobacteria) 

и Ascomycota. Микробное разнообразие было представлено 

12 классами, 20 порядками, 38 семействами, 51 родом и 

163 видами микроорганизмов, что проиллюстрировано на 

рис. 1. 

Превалирующими типами микроорганизмов в основной 

группе и группе сравнения были Bacillota (45,27 и 41,39%) и 

Bacteroidota (18,29 и 19,71% соответственно). Показано, что 

у пациенток с НГЭ отмечался значимо больший индекс 

Bacillota/Bacteroidota (рис. 2).

Для пациенток с НГЭ также характерно значимо меньшее 

как видовое, так и таксономическое разнообразие микро-

организмов при отсутствии разницы в их абсолютном коли-

честве (титр КОЕ/г, р > 0,05) (рис. 3). 

Статистически значимые отличия по количественным по-

казателям и частоте выявляемости отдельных родов и видов 

микроорганизмов представлены в табл. 1, 2. 

При детальном анализе состава КМ установлено, что 

среди грамотрицательной факультативно-анаэробной ми-

крофлоры в обеих группах доминировала E. coli c нормаль-

ной ферментативной активностью, преимущественно в уме-

ренных и высоких титрах – 107–108 КОЕ/г, частота встречае-

мости в основной группе составила 53/56 (94,64%), в группе 

сравнения – 34/35 (97,14%). У пациенток с НГЭ в 4 раза 

чаще по отношению к группе сравнения высевалась лакто-

зонегативная E. coli (7/56 (12,5%) и 1/35 (2,86%) соответ-

ственно), отмечался единичный случай гемолитической 

E. coli. Значительно реже встречались другие условно-пато-

генные энтеробактерии: Citrobacter spp. – у 9/56 (16,07%) и 

4/35 (11,43%) пациенток, Enterobacter spp. – у 4/56 (7,14%) и 

7/35 (20,0%), Klebsiella spp. – у 14/56 (25,0%) и 8/35 (22,86%) 

пациенток соответственно. Значимая разница отмечена для 

Enterobacter cloacae, частота выявляемости которого была в 

9,5 раза ниже у пациенток с НГЭ, а также C. freundii, титр 

которого был в 1,5 раза выше при эндометриозе (табл. 1, 2).

Превалирующими представителями грамположительных 

факультативно-анаэробных условно-патогенных микроорга-

низмов (УПМ) были Streptococcus spp., преимущественно 

S. anginosus, выявленные у каждой третьей пациентки с 

НГЭ, что было в 3 раза чаще, чем в группе сравнения. 

Бактерии Enterococcus spp. присутствовали в микробиоте 

70% пациенток и были преимущественно представлены ви-

дами с нормальной ферментативной активностью – 

E. faecalis, E. faecium, E. durans, E. galinarum в умеренных 

титрах 106–107 КОЕ/г. Обращало на себя внимание, что у 

каждой седьмой пациентки с НГЭ выделяли E. avium (8/56, 

14,9%), в то время как в группе сравнения он отсутствовал 

(табл. 2).

Стафилококки (6 видов у пациенток с НГЭ и 4 вида у жен-

щин группы сравнения) чаще выделяли у пациенток с эндо-

метриозом и в значимо большем титре в отличие от группы 

 / CG
 / MG

И
нд

ек
с 

 /

Рис. 2. Индекс Bacillota/Bacteroidota у пациенток основной груп-

пы и группы сравнения. ГС – группа сравнения, ОГ – основная 

группа; Манна–Уитни тест, * р = 0,04806.

Fig. 2. The Bacillota/Bacteroidota index in patients of the main group 
and the comparison group. CS – comparison group, MG – main 
group; Manna–Whitney test, * p = 0.04806.
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Рис. 3. Индексы видового богатства (Маргалефа, Менхиника) и 

альфа-разнообразия (Симпсона, Шеннона) кишечной микробио-

ты пациенток исследуемых групп. Манна–Уитни тест, * р < 0,05, 

*** р < 0,001; ГС – группа сравнения, ОГ – основная группа.

Fig. 3. Indices of species richness (Margalef, Menhinik) and alpha 
diversity (Simpson, Shannon) of the intestinal microbiota of the 
patients of the studied groups. Mann–Whitney test, * p < 0.05, *** 
p < 0.001; CS – comparison group, MG – main group.
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сравнения (6,0 (5,0; 6,0) КОЕ/г и 4,0 (4,0; 4,5) КОЕ/г соответ-

ственно). Обращает на себя внимание более высокий уро-

вень колонизации ЖКТ (5,0 (4,5; 5,5) КОЕ/г) S. aureus у паци-

енток с НГЭ (табл. 1).

Облигатно-анаэробная часть КМ преимущественно пред-

ставлена семейством Bacteroidaceae. В группе сравнения в 

2 раза чаще встречались B. ovatus, а также отмечен более 

высокий уровень колонизации B. vulgatus. При этом для па-

циенток с НГЭ были характерны более высокие титры 

B. clarus и B. fragilis. Среди Parabacteroides spp. интерес 

представляет вид P. merdae, встречавшийся в 4 раза чаще в 

группе сравнения (табл. 1, 2). Также отмечалось уменьше-

ние частоты обнаружения Prevotella copri (порядок Bactero-

idales) у пациенток с НГЭ в отличие от группы сравнения 

(5/56 (8,93%) и 5/35 (14,3%) соответственно), однако резуль-

таты не достигли статистической значимости. 

Clostridium spp. выделяли практически у каждой второй 

пациентки с НГЭ (25/56, 44,64%) и в значимо больших титрах 

в сравнении с условно здоровыми женщинами (7,0 (6,0; 

8,0) КОЕ/г и 6,0 (6,0; 6,0) КОЕ/г соответственно). Наиболее 

высокие количественные показатели отмечены для вида 

C. innocuum.

Среди прочих облигатно-анаэробных УПМ внимания за-

служивает C. aerofaciens (семейство Coriobacteriaceae), ко-

торую в 2 раза чаще, в отличие от пациенток с НГЭ, выявля-

ли в группе сравнения (11/35 (31,43%) и 8/56 (14,29%) соот-

ветственно) в высоком титре – 1010 КОЕ/г.

Значительную часть КМ составили микроорганизмы из 

группы симбионтов – Lactobacillus spp. и Bifidobacterium spp. 

Лактобациллы выделяли в группе сравнения практически 

в 2 раза чаще, чем в основной группе (7/35 (20%) и 7/56 

(12,5%) соответственно), преимущественно L. paracasei 

(10/56 (17,86%), L. rhamnosus (8/56 (14,29%), L. gasseri (7/56 

(12,5%), L. salivarius (7/56 (12,5%) и L. crispatus (5/56 (8,93%) 

в умеренных (104–107 КОЕ/г) и высоких (108–1011 КОЕ/г) ти-

трах. В группе сравнения в 5 раз чаще высевали Weissella 

spp. (молочнокислые бактерии, также представляющие се-

мейство Lactobacillaceae) – 6/35 (17,14%) и 2/56 (3,57%) со-

ответственно. 

Бифидобактерии встречались значительно чаще, чем 

лактобациллы, и обнаружены у 52/56 (92,86%) пациенток с 

НГЭ и 35/35 (100%) женщин группы сравнения, преимуще-

ственно в умеренных и высоких титрах – 107–1010 КОЕ/г. У 

пациенток с НГЭ превалировали три вида: B. longum (39/56 

(69,64%), B. adolescentis (14/56 (25,0%) и B. bifidum (12/56 

(21,43%). При этом у пациенток с НГЭ, в отличие от группы 

сравнения, в 3 раза реже высевали B. pseudocatenulatum 

(14,29 и 40,0%) и в 8 раз – B. catenulatum (1,79 и 14,29% со-

ответственно) (табл. 2).

Таким образом, полученные результаты продемонстриро-

вали дисбаланс состава КМ у пациенток с НГЭ, что проявля-

лось снижением таксономического и видового разнообра-

зия, увеличением индекса Bacillota/Bacteroidota, снижением 

комменсальных бактерий Collinsella spp. и Bifidobacterium 

spp. и увеличением УПМ типа Pseudomonadota (рис. 4).

В ходе проведенного исследования были установлены из-

менения соотношения ряда микробных сообществ, что со-

гласуется с рядом ранее проведенных исследований. Так, в 

работе A.Swensson et al. продемонстрировано снижение 

альфа- и бета-разнообразия КМ у пациенток с эндометрио-

зом [7]. Однако наибольший интерес представляет соотно-

шение Bacillota/Bacteroidota, которое является значимым 

показателем при оценке микробного состава и тесно связа-

но с синдромом раздраженного кишечника (СРК). Увели-

чение данного индекса может быть связано с повышением 

количества УПМ типа Bacillota, которые способны продуци-

ровать ряд внеклеточных протеаз и других метаболитов 

Таблица 1. Титр микроорганизмов у пациенток с наружным 

генитальным эндометриозом и группы сравнения

Table 1. The titre of microorganisms in patients with endometriosis 
and the comparison group

Микроорганизмы / 
Microorganisms

Количество микроорганизмов, lg КОЕ/г 
(медиана (ИКР)) / 

Number of microorganisms, lg CFU/g (Me 
(Q1; Q3))

р-value

основная группа / 
main group

группа сравнения / 
comparison group

Bacteroides fragilis 9,0 (8,0;10,0) 8,0 (8,0;8,0) 0,0289

Bacteroides vulgatus 8,5 (7,0;10,0) 10,0 (10,0;10,0) 0,0046

Bacteroides clarus 9,5 8,0 (8,0;8,0) 0,0157

Collinsella aerofaciens 8,0 (8,0;10,0) 10,0 (10,0;10,0) 0,0321

Bifidobacterium bifidum 9,5 (8,5;10,0) 8,0 (7,25;9,0) 0,0437

Clostridium spp. 7,0 (6,0;8,0) 6,0 (6,0;6,0) 0,0240

Clostridium innocuum 8,0 (7,0;8,0) 6,0 (6,0;7,0) 0,0035

Citrobacter freundii 6,0 (6,0;6,75) 4,0 0,0429

Staphylococcus spp. 6,0 (5,0;6,0) 4,0 (4,0;4,5) 0,0097

Staphylococcus aureus 5,0 (4,5;5,5) 4,0 (4,0;4,0) 0,0281

Enterococcus spp. 6,0 (6,0;7,0) 6,0 (6,0:8,0) 0,0371

Таблица 2. Частота встречаемости микроорганизмов у паци-

енток с наружным генитальным эндометриозом и группы 

сравнения

Table 2. Incidence of microorganisms in patients with endometriosis 
and the comparison group

Микроорганизмы / 
Microorganisms

Частота встречаемости 
микроорганизмов (в % и абсолютное 

значение) / 
Occurrence frequency of microorganisms 

(in % and absolute value)

р-value

основная группа / 
main group

группа сравнения / 
comparison group

Bacteroides ovatus 16,07% (9/56) 37,14% (13/35) 0,023

Parabacteroides merdae 5,36% (3/56) 20,0% (7/35) 0,030

Collinsella aerofaciens 14,29% (8/56) 31,43% (11/35) 0,049

Bifidobacterium 
catenulatum

1,79% (1/56) 14,29% (5/35) 0,02

Bifidobacterium 
pseudocatenualatum

14,29% (8/56) 40,0% (14/35) 0,006

Weissella spp. 3,57% (2/56) 17,14% (6/35) 0,027

Weissella viridescens 0 8,57% (3/35) 0,026

Enterobacter cloacae 1,79% (1/56) 17,14% (6/35) 0,008

Enterococcus 
casseliflavus

10,71% (6/56) 0 0,046

Enterococcus avium 14,29% (8/56) 0 0,020

Streptococcus 
anginosus

32,14% (18/56) 11,43% (4/35) 0,025
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(гистамин, триптазы и др.), провоцирующих аномальные 

нейрореакции и впоследствии приводящих к развитию СРК 

[16]. Учитывая, что наличие СРК увеличивает шансы на по-

следующую верификацию эндометриоза более чем в 3 раза, 

такие изменения состава КМ являются значимыми [17]. 

Кроме того, отмечалось снижение частоты выявления ком-

менсальных бактерий Weissella spp. (тип Bacillota). По дан-

ным литературы, ряд микроорганизмов рода Weissella об-

ладают пробиотическим потенциалом за счет продукции 

декстрана, что способствует улучшению метаболизма и 

функции ЖКТ, а также стимулирует рост других коммен-

сальных микроорганизмов, главным образом Bifidobacterium 

spp. [18]. Кроме того, бактерии Weissella spp. способны коло-

низировать стенку кишечника, создавая муциновую защит-

ную пленку, и обладают антимикробным потенциалом в от-

ношении S. aureus и других УПМ [19]. Таким образом, умень-

шение числа бактерий рода Weissella у пациенток с НГЭ 

может приводить к снижению защитных функций кишечного 

барьера и потенциально способствовать формированию 

других изменений состава КМ в виде увеличения популяции 

УПМ и снижения бактерий-комменсалов типа Actinomycetota. 

На увеличение индекса Bacillota/Bacteroidota у пациенток 

с НГЭ также влияло снижение количества симбионтных бак-

терий типа Bacteroidota – Bacteroides spp. и Parabacteroides 

spp. В нашем исследовании у пациенток с НГЭ наблюдалось 

снижение частоты выделения бактерий порядка Bacteroidales: 

B. ovatus, B. vulgatus, P. merdae; снижение численности 

B. vulgatus. В то же время отмечен более высокий уровень 

колонизации ЖКТ B. clarus и B. fragilis. 

Бактероиды являются важной составляющей микробиоты 

кишечника человека, выступая в роли бактерий-комменса-

лов. Так, вид B. ovatus обладает пробиотическим потенциа-

лом, участвует в синтезе активных метаболитов – «полез-

ных» короткоцепочечных жирных кислот – ацетата, пропио-

ната и бутирата, имеющих противовоспалительный и имму-

номодулирующий потенциал, а также поддерживающих це-

лостность кишечного барьера [20, 21]. B. vulgatus также яв-

ляется значимой частью кишечного гомеостаза, участвует в 

метаболизме гликанов кишечной слизи как напрямую, так и 

опосредованно за счет увеличения колонизации труднокуль-

тивируемого комменсала Akkermansia muciniphila [22]. 

По данным литературы, B. clarus и энтеротоксигенные 

штаммы B. fragilis показали себя как бактерии-кандидаты 

раннего скрининга колоректального рака [23]. Кроме того, 

известно, что ряд представителей семейства Bacteroidaceae, 

в т.ч. выявленных в нашем исследовании, являются частью 

эстроболома, ввиду чего можно предполагать их вклад в 

формирование эндогенной гиперэстрогении, способствую-

щей развитию и прогрессированию НГЭ [24]. Таким образом, 

можно полагать, что у пациенток с НГЭ значимо не только 

снижение числа отдельных бактероидов, что способствует 

дисбалансу кишечного гомеостаза, но также их соотношение 

и влияние на рост других комменсальных микроорганизмов, 

что требует подтверждения в будущих исследованиях. 

По результатам проведенного исследования при НГЭ вы-

явлено значимое увеличение частоты встречаемости и 

титра бактерий рода Citrobacter (тип Pseudomonadota) и, в 

частности, C. freundii – УПМ, который может присутствовать 

в составе нормофлоры ЖКТ, но в низких концентрациях. 

Бактерии семейства Enterobacteriaceae являются грамотри-

цательными факультативно-анаэробными микроорганизма-

ми, имеющими в составе клеточной стенки ЛПС, что может 

играть роль в развитии воспалительного иммунного ответа 

[25]. Несмотря на относительно низкую вирулентность, 

Citrobacter spp. и C. freundii в частности могут способство-

вать развитию гнойно-септических осложнений, доля кото-

рых в структуре грамотрицательных инфекций составляет 

до 0,8% [26]. Кроме того, в работе Q.Lin et al, где проводи-

лась оценка микробиоты эндометрия, C. freundii была опре-

делена как одна из бактерий-кандидатов, ассоциированных 

с аденомиозом [27]. 

Изучение состава КМ представляет интерес с точки зре-

ния поиска новых методов терапии эндометриоза. В экспе-

риментальных исследованиях отмечена некоторая польза 

приема пробиотиков на основе штаммов L. gasseri для по-

давления роста эндометриоидных гетеротопий. Предпола-

гаемый патогенетический механизм заключается в иммуно-

стимулирующей активности посредством активации есте-

ственных киллеров [28, 29]. S.B.Chadchan et al. показали, что 

при введении мышам с эндометриозом антибиотиков широ-

кого спектра действия отмечалось уменьшение размеров 

эндометриоидных очагов примерно в 5 раз со значимым 

Дисбаланс состава кишечной микробиоты у пациенток с эндометриозом / 
Imbalance in the composition of the intestinal microbiota in patients 

with endometriosis

↑ Индекса Bacillota/Bacteroidota
↑ Bacillota/Bacteroidota index

Bacillota
↑ Staphylococcus spp.

(S. aureus), Enterococcus spp.
(E. casseliflavus, E. avium),
Streptococcus anginosus,

Clostridium spp. (C. innocuum)

↓ Weissella spp. (W. viridescens)

Bacteroidota
↓ Bacteroides spp.

(B. vulgatus, B. ovatus),
Parabacteroides merdae

↑ Pseudomanodota

↑ Citrobacter freundii

↓ Actinomycetota
↓ Collinsella aerofaciens

↓ Bifidobacterium catenulatum,
Bifidobacterium pseudocatenualatum

Рис. 4. Дисбаланс состава кишечной микробиоты у 

пациенток с эндометриозом. ↑ – увеличение чис-

ленности бактерий, ↓ – уменьшение численности 

бактерий.

Fig. 4. Imbalance in the composition of the intestinal 
microbiota in patients with endometriosis. ↑ – increase 
the number of bacteria, ↓ – decrease the number of 
bacteria.
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снижением концентрации провоспалительных факторов в 

перитонеальной жидкости. При этом пероральная транс-

плантация фекальной микробиоты (ТФМ) от мышей-реципи-

ентов с эндометриозом способствовала возобновлению 

роста эктопических очагов у мышей, получавших метрони-

дазол [30]. Результаты являются многообещающими, по-

скольку ТФМ в перспективе может позволить закрыть нишу 

консервативной терапии у пациенток, рефрактерных к 

«классическим» медикаментозным схемам, или в сложных 

случаях – при многократных рецидивах заболевания или 

распространенном НГЭ.

Заключение

Таким образом, у пациенток с НГЭ наблюдался дисбаланс 

состава КМ, который проявлялся снижением таксономиче-

ского и видового разнообразия, а также изменением соот-

ношения ряда микробных сообществ.

Установлено увеличение индекса Bacillota/Bacteroidota за 

счет увеличения доли факультативно-анаэробных (Staphylo-

coccus spp., Enterococcus spp., Streptococcus spp.) и облигат-

но-анаэробных (Clostridium spp.) УПМ (тип Bacillota) и сниже-

ния доли микроорганизмов типа Bacteroidota (Bacteroides spp., 

Parabacteroides spp.) на фоне уменьшения популяции коммен-

сальных микроорганизмов (Weissella spp., Collinsella spp. и 

Bifidobacterium spp.), что может способствовать снижению за-

щитных функций кишечного барьера и снижению колониза-

ции ЖКТ другими комменсальными микроорганизмами. 

Кроме того, отмечалось повышение частоты встречаемо-

сти и генерации грамотрицательных УПМ типа Pseudo-

monadota – Citrobacter spp., обладающих провоспалитель-

ным потенциалом за счет ЛПС бактериальной стенки.

Полученные сведения о возможном участии КМ в патоге-

незе НГЭ свидетельствуют о необходимости продолжения 

поиска значимых маркерных микроорганизмов НГЭ и его 

отдельных форм, что в перспективе может позволить усо-

вершенствовать неинвазивную диагностику и терапию за-

болевания. 
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Модель пневмококковой пневмонии у мышей 

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

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Разработана и описана модель пневмококковой пневмонии у мышей линии BALB/c, вызываемая штаммом 
Streptococcus pneumoniae АТСС 6305. Интраназальное введение культуры в дозе 40 ЛД50 приводит к быстрому раз-
витию пневмонии с генерализацией пневмококковой инфекции, в результате чего все животные погибают в течение 
4 суток. В крови мышей наблюдается снижение количества лейкоцитов при повышении доли гранулоцитов и умень-
шении доли лимфоцитов. Отмечается изменение некоторых биохимических показателей в сыворотке крови. В легоч-
ной ткани развиваются патологические изменения воспалительного характера, а в печени – некрозы. Органы иммун-
ной системы реагируют на инфекцию уменьшением объема лимфоидной ткани. Разработанная нами модель пневмо-
кокковой пневмонии у мышей является пригодной для оценки активности антибактериальных препаратов. Левофлокса-
цин в суточных дозах 25 и 100 мг/кг дает хороший лечебный эффект. Однако выживаемость мышей, инфицированных 
S. pneumoniae АТСС 6305, зависит от дозы антибиотика и составляет 70–100%. Лечение инфекции ампициллином в 
дозах 100 и 400 мг/кг приводит к 100%-й защите мышей от гибели.
Ключевые слова: Streptococcus pneumoniae, пневмония, мышиная модель, антибиотикотерапия

Для цитирования: Борзилов А.И., Коробова О.В., Комбарова Т.И., Перескокова Е.С., Ганина Е.А. Модель пневмококковой пневмонии у мышей. 
Бактериология. 2024; 9(3): 28–36. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-3-28-36

Model of pneumococcal pneumonia in mice

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

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

Russian Federation

S treptococcus pneumoniae – условно-патогенная грамо-

трицательная бактерия, способная вызывать легочную 

инфекцию у людей. Особый риск S. pneumoniae представля-

ют для здоровья детей в возрасте до 5 лет [1]. У 20–40% 

здоровых детей в составе микрофлоры носоглотки имеются 

пневмококки, но с возрастом количество носителей этих 

микроорганизмов снижается до 5–10% [2]. Среди возбудите-

лей острых респираторных инфекций доля бактерии 

S. pneumoniae достигает 13,8%, а детская смертность, по 

некоторым данным, составляет 11% [3]. При благоприятных 

условиях пневмококки способны из носоглотки проникать в 

соседние органы и распространяться с кровотоком по орга-

низму человека, вызывая тяжелые заболевания – средний 

отит, пневмонию, менингит, сепсис [4, 5].
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A model of pneumococcal pneumonia in BALB/c mice, caused by the Streptococcus pneumoniae ATCC 6305 strain, was 
developed and described. Intranasal administration of the culture at a dose of 40 LD50 leads to the rapid development of 
pneumonia with generalization of pneumococcal infection, as a result, of which all animals die within eight days. In the blood of 
mice, a decrease in the number of leukocytes is observed with an increase in the proportion of granulocytes and a decrease in 
the proportion of lymphocytes. There is a change in some biochemical parameters in the blood serum. Pathological changes of 
an inflammatory nature develop in the lung tissue, and necrosis in the liver. Organs of the immune system react to infection by 
reducing the volume of lymphoid tissue. The model of pneumococcal pneumonia developed by us in mice is suitable for assessing 
the activity of antibacterial drugs. Levofloxacin in daily doses of 25 and 100 mg/kg gives a good therapeutic effect. However, the 
survival rate of mice infected with S. pneumoniae ATCC 6305 depends on the antibiotic dose and ranges from 70 to 100%. 
Treatment of infection with ampicillin at doses of 100 mg/kg and 400 mg/kg resulted in 100% protection of mice from death.
Key words: Streptococcus pneumoniae, pneumonia, mouse model, antibiotic therapy
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На протяжении многих лет исследователи во всем мире 

ведут разработку актуальных поливалентных вакцин и ан-

тибактериальных препаратов, направленных против 
S. pneumoniae [6, 7]. Для оценки их эффективности in vivo 
используют различные модели пневмококковой инфек-

ции – сепсис, отит, менингит, пневмония [8–11].

Экспериментальную легочную пневмококковую инфекцию 

воспроизводят двумя методами введения: интратрахеальным 

[12] и интраназальным [13, 14]. Первый способ инфицирова-

ния позволяет доставить в легкие максимальное количество 

заражающих бактерий, но при этом сама манипуляция более 

сложная и рискованная с технической точки зрения. В каче-

стве модельных животных для воспроизведения пневмокок-

ковой пневмонии с успехом используют как инбредных [11, 

15], так и аутбредных мышей [16, 17]. Показано, что у разных 

линий мышей пневмококковая пневмония может протекать 

остро или подостро. Так, например, гибель мышей линии 

BALB/c наступает в течение 2–4 дней после заражения, а 

мыши C57BL погибают на 8–10-е сутки [15]. 

Интраназальный способ – наиболее простой, атравматич-

ный и наиболее применяемый на практике. Некоторые ис-

следователи выбирают для инфицирования мышей низкие 

заражающие дозы пневмококка, стараясь максимально мо-

делировать инфекцию у человека [14]. Так, например, 

К.Л.Крышень с соавт. для моделирования пневмонии зара-

жали мышей линии BALB/c интраназально культурой 

S. pneumoniae АТСС 6303 (серогруппа тип 3) в дозе 5•105 КОЕ 

для исследования патологических изменений в легких [18]. 

Однако для оценки эффективности антибактериальных пре-

паратов чаще используют высокие дозы патогена, которые 

вызывают у мышей воспалительный процесс в легких с по-

следующим развитием сепсиса [6, 13]. Достаточно часто при 

воспроизведении летальной пневмонии берут мышей с ин-

дуцированным иммунодефицитом, что позволяет снизить 

заражающую дозу до 104–105 КОЕ [14, 19]. Интраназальную 

модель пневмококковой пневмонии часто используют для 

изучения активности антибактериальных препаратов [14, 15, 

20] и эффективности вакцин [21, 22]. После интраназального 

или интратрахеального заражения модельных животных ис-

следуют обсемененность пневмококками легких и других 

органов, патологические изменения в них, иммунологиче-

ский статус, показатели гомеостаза, регистрируют выжива-

емость и средние сроки гибели животных и т.д. 

В ходе наших исследований мы разработали и описали 

модель легочной пневмококковой инфекции у мышей линии 

BALB/c, вызываемой штаммом S. pneumoniae ATCC 6305, 

который относится к серогруппе 5. Модель являются леталь-

ной, но поддается лечению антибиотиками. Разработанная 

модель пневмококковой пневмонии пригодна для оценки 

эффективности in vivo антибактериальных препаратов.

Материалы и методы

Бактериальные культуры
Для моделирования пневмококкового сепсиса использо-

вали штамм S. pneumoniae ATCC 6305 (инв. № В-7398) из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». Штамм относится к 

серогруппе 5 и обладает вирулентностью в отношении имму-

нокомпетентных мышей BALB/с при интраназальном введе-

нии. Штамм чувствителен к эритромицину, кларитромицину, 

азитромицину, линкомицину, клиндомицину, тетрациклину, 

левофлоксацину, спарфлоксацину, моксифлоксацину, га-

тифлоксацину, ванкомицину, рифампицину, хлорамфенико-

лу и линезолиду. Минимальные подавляющие концентрации 

цефотаксима составляют 0,008 мкг/мл, ампициллина – 

<0,008 мкг/мл, меропенема – <0,004 мкг/мл, кларитромици-

на – <0,004 мкг/мл, левофлоксацина – 0,5 мкг/мл, ванкоми-

цина – 0,063 мкг/мл, хлорамфеникола – 2–4 мкг/мл.

Питательные среды, антибиотики
Для выращивания культуры пневмококка использовали 

шоколадный агар с ростовой добавкой (ФБУН ГНЦ ПМБ, 

Россия). Гомогенаты внутренних органов мышей и кровь вы-

севали на шоколадный агар с селективной и ростовой до-

бавками (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия). 

Левофлоксацин (РУП «Белмедпрепараты», Республика 

Беларусь) и ампициллина натриевую соль (PanReac Appli-

Chem, Германия) использовали для лечения эксперимен-

тальной пневмококковой инфекции у мышей.

Лабораторные животные
Эксперименты in vivo проводили на мышах линии BALB/c 

(самцы/самки, 17–19 г). Животных содержали в поликарбо-

натных клетках (Lab Products Inc., США) в помещениях со 

стандартными условиями микроклимата. Мыши имели по-

стоянный доступ к воде и корму (ООО «Лабораторкорм»). 

Мышей содержали группами не более 6 животных в каждой 

клетке. За животными проводили ежедневное ветеринарное 

наблюдение. Павших в процессе эксперимента мышей уда-

ляли из клеток по мере обнаружения.

Заражение лабораторных животных
Бактериальную взвесь для интраназального инфицирова-

ния животных готовили из суточной агаровой культуры 

S. pneumoniae АТСС 6305 с концентрацией ~1•109 КОЕ/мл. 

Культуру вводили мышам интраназально в объеме 0,02 мл 

(2•107 КОЕ). Животных перед заражением обездвиживали 

подкожным введением 0,2%-го рометара. 

Изучение динамики развития пневмококковой пневмонии
Пневмококковую пневмонию у мышей линии BALB/c вос-

производили путем интраназального введения культуры 

S. pneumoniae АТСС 6305 в дозе 40 ЛД50 (2•107 КОЕ). 

Динамику развития летальной пневмококковой инфекции у 

мышей оценивали по степени обсемененности клетками 

пневмококка селезенки, легких, головного мозга, почек и 

крови животных через 3, 6, 12, 24 и 48 ч после заражения. В 

каждой контрольной точке по 5 мышей эвтаназировали ме-

тодом декапитации. Гомогенаты органов и кровь направля-

ли на бактериологический анализ. 

Для выявления функциональных и морфологических из-

менений внутренних органов в процессе развития пневмо-

кокковой инфекции через 48 ч после инфицирования делали 

общий и биохимический анализ крови мышей. В это же 

время проводили гистологическое исследование органов 

мышей (легких, печени, селезенки, головного мозга, регио-

нарных лимфатических узлов и тимуса).

Клинический анализ крови
Общий анализ крови проводили на автоматическом гема-

тологическом анализаторе PCE-90Vet (High Technology, 

США) в соответствии с руководством по использованию при-
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бора. Для сбора крови применяли микропробирки с K2-

ЭДТА. Исследовали индивидуальные образцы крови от пяти 

животных в группе.

Биохимический анализ крови
Уровни аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатамино-

трансферазы (АСТ), щелочной фосфатазы (ЩФ), общего 

белка, глюкозы и креатинина в сыворотках крови мышей 

определяли на полуавтоматическом биохимическом анали-

заторе StatFax-3300 (Awareness Technology, США) с исполь-

зованием реактивов UTS (ООО «Юнимед», Россия).

Бактериологический анализ органов
Легкие, селезенку, почки, и головной мозг мышей расти-

рали в стерильных фарфоровых ступках с добавлением 

кварцевого песка. В гомогенаты добавляли 1 мл стерильно-

го физиологического раствора и перемешивали до получе-

ния однородной суспензии. Полученные суспензии (цельные 

и их десятикратные разведения) высевали на поверхность 

питательного агара. Посевы инкубировали при температуре 

36,5°С в течение 18–24 ч.

Гистологическое исследование органов и тканей
Гистологические исследование проводили через 48 ч 

после внутрибрюшинного заражения (на пике сепсиса). В 

качестве контролей использовали интактных мышей линии 

BALB/c. После эвтаназии у животных препарировали легкие, 

печень, селезенку, тимус, регионарные лимфатические узлы 

и головной мозг.

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

раствора параформа. Через 24 ч экспозиции раствор пара-

форма заменяли свежей порцией. Исследованию подвергали 

гистологические срезы органов, окрашенные гематоксили-

ном и эозином по стандартной методике. Анализ гистологи-

ческих препаратов проводили с использованием микроскопа 

Nikon Elipse 80i и программы анализа изображения NIS 

Elements F4.60.00. Определяли наличие признаков воспали-

тельно-некротических изменений в исследуемых образцах.

 Антибиотикотерапия летального 
пневмококкового сепсиса
Пригодность разработанной модели пневмококковой ин-

фекции оценивали в экспериментах по антибиотикотерапии. 

В качестве лечебных препаратов использовали левофлокса-

цин и ампициллин. 

После интраназального инфицирования мыши BALB/c 

были случайным образом распределены на лечебные и кон-

трольных группы по 10 особей в каждой (табл. 1). Мыши из 

1-й и 3-й экспериментальных групп получали подкожно по 

100 мг/кг левофлоксацина 1 раз в день. 2-я и 4-я лечебные 

группы получали этот же препарат ежедневно по 25 мг/кг. 

Экстренное лечение начинали через 3 ч после заражения 

(группы 1 и 2), позднее лечение – через 24 ч (группы 3 и 4). 

Группа 5 являлась контрольной и не получала антибактери-

ального препарата. 

Мышам из групп 6 и 8 назначали ампициллин дважды в 

день подкожно по 200 мг/кг, а мышам из групп 7 и 9 – по 

50 мг/кг. Как и в случае с левофлоксацином, терапию начи-

нали через 3 ч (группы 6 и 7) или через 24 ч (группы 8 и 9) 

после инфицирования.

Таблица 1. Схема лечения летальной легочной инфекции у мышей линии BALB/c, вызванной интраназальным заражением 

S. pneumoniae АТСС 6305 

Table 1. Treatment regimen for lethal pulmonary infection in BALB/c mice caused by intranasal infection with S. pneumoniae ATCC 6305

№ группы / 
Group No

Кол-во мышей в группе / 
Number of mice in the group

Препарат / 
Drug

Разовая доза препарата, мг/кг / 
Single dose of drug, mg/kg

Режим лечения / 
Treatment regimen

1 10 Левофлоксацин / 
Levofloxacin

100 Начало – через 3 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 3 hours after infection. 
Subcutaneously, once a day, 5 days

2 10 Левофлоксацин / 
Levofloxacin

25 Начало – через 3 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 3 hours after infection.
Subcutaneously, once a day, 5 days

3 10 Левофлоксацин / 
Levofloxacin

100 Начало – через 24 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 24 hours after infection. 
Subcutaneously, once a day, 5 days

4 10 Левофлоксацин /
Levofloxacin

25 Начало – через 24 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 24 hours after infection.
Subcutaneously, once a day, 5 days

5 10 Без лечения/ 
Without treatment

6 10 Ампициллин / 
Ampicillin

200 Начало – через 3 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 3 hours after infection.
Subcutaneously, once a day, 5 days

7 10 Ампициллин / 
Ampicillin

50 Начало – через 3 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 3 hours after infection.
Subcutaneously, once a day, 5 days

8 10 Ампициллин / 
Ampicillin

200 Начало – через 24 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 24 hours after infection.
Subcutaneously, once a day, 5 days

9 10 Ампициллин / 
Ampicillin

50 Начало – через 24 ч после заражения. Подкожно, 
1 раз в сутки, 5 дней / Onset: 24 hours after infection.
Subcutaneously, once a day, 5 days

10 10 Без лечения / 
Without treatment
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Модель пневмококковой пневмонии у мышей 

Model of pneumococcal pneumonia in mice

Продолжительность антибиотикотерапии составила 

5 дней. Срок наблюдения за мышами – 14 суток. 

Эффективность антибиотикотерапии оценивали по выжива-

емости и степени санации организма выживших животных 

от культуры тест-штамма. 

Статистические методы
Статистическую обработку результатов проводили с ис-

пользованием компьютерных программ Microsoft Excel 2010 

и Statistica 10.

Результаты исследования

 Модель летального пневмококкового сепсиса 
у мышей
Интраназальное заражение мышей линии BALB/c культу-

рой S. pneumoniae АТСС 6305 в дозе 40 ЛД50 приводит к 

быстрому развитию пневмонии и сепсиса и 100%-й гибели 

животных в течение 4 суток. 

Результаты бактериологического анализа показали, что 

интраназальное введение культуры штамма S. pneumoniae 

АТСС 6305 вызывает у мышей линии BALB/c генерализован-

ную инфекцию (табл. 2). Через 3 ч после заражения пневмо-

кокки в большом количестве определялись в легких мышей. 

В это же время бактерии проникали в головной мозг и почки 

животных, но концентрация патогена в этих органах была 

невысокой. Несмотря на начавшуюся инвазию клеток пнев-

мококка из респираторного тракта в различные органы, 

бактериемия у мышей отсутствовала. Через 12 ч происходи-

ло некоторое снижение обсемененности легких, но увеличи-

валось содержание пневмококков в головном мозге и поч-

ках. В селезенке культура пневмококка была выявлена 

только через 24 ч после заражения. Уровень ее обсеменен-

ности в это время был достаточно высоким и продолжал 

расти в течение следующих суток (концентрация клеток 

S. pneumoniae АТСС 630 увеличилась на порядок).

Важно отметить, что, несмотря на быструю колонизацию 

пневмококками органов, пневмококковая бактериемия была 

выявлена у 4 из 5 мышей только через 12 ч после инфици-

рования. Затем обсемененность крови клетками S. pneumo-
niae АТСС 6305 возрастала и ко 2-м суткам инфекции со-

ставляла 7,08 LOG10 КOE/г.

Общий анализ крови мышей, зараженных интраназально 

культурой S. pneumoniae АТСС 6305, показал, что через 

2 суток у мышей развивается лейкоцитопения и лимфоцито-

пения. Среди других статистически значимых изменений 

Таблица 2. Обсемененность органов и тканей мышей BALB/c бактериями S. pneumoniae АТСС 6305 в различные сроки пневмокок-

ковой инфекции, обусловленной интраназальным заражением в дозе 40 ЛД50

Table 2. Contamination of organs and tissues of BALB/c mice with S. pneumoniae ATCC 6305 bacteria at different times of pneumococcal 
infection caused by intranasal infection at a dose of 40 LD50

Время после 
заражения, ч / 
Time after infection, h

LOG10 КOE/г (мл) клеток S. pneumoniae АТСС 6305* / LOG10 COE/g (ml) of S. pneumoniae cells ATCC 6305*

Cелезенка / Spleen Легкое / Lung Головной мозг / Brain Почки / Kidneys Кровь / Blood

3 <1 7,13 ± 0,63 (5/5) 3,56 ± 0,62 (5/5) 2,91 ± 0,11 (3/5) <1,1

6 <1 6,49 ± 0,87 (5/5) 3,74 ± 0,68 (5/5) 2,87 ± 0,69 (5/5) <1,1

12 <1 4,94 ± 0,44 (5/5) 4,60 ± 0,36 (5/5) 2,50 ± 0,31 (3/5) 2,66 ± 0,90 (4/5)

24 6,84 ± 0,26 (5/5) 6,54 ± 0,42 (5/5) 4,84 ± 0,27 (5/5) 5,77 ± 0,12 (5/5) 6,70 ± 0,24 (5/5)

48 7,87 ± 1,34 (5/5) 6,64 ± 0,62 (5/5) 5,49 ± 0,46 (5/5) 7,03 ± 1,01 (5/5) 7,08 ± 0,58 (5/5)

Среднее значение и стандартное отклонение (n = 5); в дробях указано соотношение количества животных, у которых была выявлена культура S. pneumoniae АТСС 
6305, к общему количеству животных в группе. / Мean and standard deviation (n = 5); fractions indicate the ratio of the number of animals in which S. pneumoniae ATCC 
6305 culture was detected to the total number of animals in the group.

Таблица 3. Результаты клинического анализа крови мышей 

BALB/c, проведенного через 48 ч после интраназального 

заражения культурой S. pneumoniae АТСС 6305 в дозе 40 ЛД50 

Table 3. Results of clinical blood analysis of BALB/c mice, carried 
out 48 hours after intranasal infection with S. pneumoniae ATCC 
6305 culture at a dose of 40 LD50

Показатель / 
Indicator

Ед. 
измерения / 

Unit of 
measurement

Интактные 
мыши 

(контроль) / 
Intact mice 

(control)

Инфицированные 
мыши / Infected 

mice

p
-v

a
lu

e
*

1 2 3 4 5

Лейкоциты /  
Leukocytes

×109/л 5,0 ± 1,2 2,2 ± 1,8 <0,05

Лимфоциты /  
Lymphocytes

×109/л 3,5 ± 0,8 0,8 ± 0,9 <0,005

Моноциты / 
Monocytes

×109/л 0,2 ± 0,1 0,1 ± 0,1 >0,05

Гранулоциты / 
Granulocytes

×109/л 1,4 ± 0,4 1,3 ± 0,8 >0,05

Лимфоциты / 
Lymphocytes

% 68,7 ± 6,7 31,5 ± 7,9 <0,0005

Моноциты / 
Monocytes

% 4,5 ± 0,9 5,8 ± 1,5 >0,05

Гранулоциты / 
Granulocytes

% 26,8 ± 5,9 62,7 ± 8,9 <0,001

Эритроциты / 
Erythrocytes

×1012/л 9,00 ± 0,5 9,77 ± 1,35 >0,05

Гемоглобин / 
Hemoglobin

г/л 119 ± 12 135 ± 20 >0,05

Гематокрит / 
Hematocrit

% 39,7 ± 3,9 46,0 ± 6,5 >0,05

Тромбоциты /  
Thrombocytes

×109/л 957 ± 401 220 ± 232 <0,03

Тромбокрит / 
Thrombocrit

% 0,432 ± 0,179 0,114 ± 0,114 <0,03

*уровень значимости отличий от контроля для выбранной временной точки; 
число животных в группе – 5; жирным шрифтом указаны значения, 
статистически значимо отличающиеся от контроля; все сравнения проводили 
по двустороннему t-критерию Стьюдента. / *significance level of differences from 
control for the selected time point; number of animals in a group – 5; values that are 
statistically significantly different from the control are shown in bold; all comparisons 
were performed using a two-tailed Student’s t-test.
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гематологических показателей крови у инфицированных 

животных следует отметить четырехкратное снижение уров-

ня тромбоцитов и тромбокрита (табл. 3).

Сыворотки крови мышей, инфицированных культурой 

S. pneumoniae АТСС 6305, исследовали на содержание 

общего белка, глюкозы, креатинина, АСТ, АЛТ и ЩФ. 

Биохимический анализ сывороток крови мышей с пневмо-

кокковой инфекцией показал, что через 48 ч после зараже-

ния в 2 раза повышается уровень АСТ. С другой стороны, у 

животных почти в 2 раза снижалось содержание ЩФ 

(табл. 4). Средние концентрации общего белка, креатинина, 

глюкозы и АЛТ в сыворотках крови инфицированных 

мышей значимо не отличались от контроля (сыворотки ин-

тактных животных), хотя и имелась тенденция к отклонению 

от нормы.

Выявленные у инфицированных животных отклонения 

биохимических показателей крови свидетельствуют о се-

рьезном нарушении функции печени и поджелудочной желе-

зы, которые напрямую связаны с развитием у них пневмо-

коккового сепсиса.

Через 48 ч после интраназального заражения летальной 

дозой S. pneumoniae АТСС 6305 (40 ЛД50) было проведено 

гистологическое исследование легких, печени, селезенки, 

тимуса, паховых лимфатические узлов, головного мозга и 

почек мышей BALB/c с целью выявления патологических из-

менений. 

Легкие. Микроскопическое изучение гистологических 

срезов легких выявило в них выраженные патологические 

изменения. Просветы бронхов разного калибра заполнены 

Таблица 4. Результаты биохимического анализа сывороток 

крови мышей BALB/c, проведенного через 48 ч после интра-

назального заражения культурой S. pneumoniae АТСС 6305 в 

дозе 40 ЛД50 

Table 4. Results of biochemical analysis of blood serum of BALB/c 
mice, carried out 48 hours after intranasal infection with 
S. pneumoniae ATCC 6305 culture at a dose of 40 LD50

Показатель / 
Indicator

Интактные мыши 
(контроль)* / Intact 

mice (control)* 

Инфицированные 
мыши* / 

Infected mice*

Общий белок, г/л / 
Total protein, g/l

71,2 ± 12,6 62,4 ± 6,4

Глюкоза, ммоль/л / 
Glucose, mmol/l

5,08 ± 1,9 3,19 ± 0,06

АСТ, МЕ/л / AST, IU/l 148,9 ± 34,6 287,6 ± 64,7

АЛТ, МЕ/л / ALT, IU/l 40,9 ± 10,2 51,7 ± 26,2

Креатинин, мкмоль/л / 
Creatinine, μmol/l

38,7 ± 3,9 46,6 ± 3,8

Щелочная фосфатаза, МЕ/л / 
Alkaline phosphatase, IU/l

448,9 ± 102,0 240,1 ± 43,6

*результаты анализа пула сывороток от пяти мышей в группе. Жирным 
шрифтом выделены значения, достоверно (p < 0,05) отличающиеся от 
контроля. / *results of analysis of a pool of sera from five mice per group. Values in 
bold are significantly (p < 0,05) different from the control.

Рис. 1. Микрофотографии органов мышей BALB/c, инфицированных интраназально культурой S. pneumoniae АТСС 6305, 48 ч после 

заражения: А – легкие. Воспалительный клеточный инфильтрат в бронхах и паренхиме. Увеличение 20×; Б – печень. Обширный 

очаг некроза. Увеличение 20×; В – селезенка. Лимфатические фолликулы уменьшенного размера, состоят из малого количества 

лимфоцитов. Увеличение 10×; Г – тимус. Значительное уменьшение ширины коркового вещества. Увеличение 10×; Д – лимфатиче-

ский узел. Центры размножения в лимфатических фолликулах отсутствуют. Увеличение 10×.

Fig. 1. Photomicrographs of organs of BALB/c mice infected intranasally with S. pneumoniae ATCC 6305 culture. 48 hours after infection: 
A – lungs. Inflammatory cellular infiltrate in the bronchi and parenchyma. Magnification 20×; B – liver. Extensive focus of necrosis. 
Magnification 20×; C – spleen. Lymphatic follicles are reduced in size, consist of a small number of lymphocytes. Magnification 10×; D – 
thymus. Significant decrease in the width of the cortex. Magnification 10×; E – lymph node. Reproductive centers are absent in the lymphatic 
follicles. Magnification 10×.
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скоплениями нейтрофилов, между которыми встречаются 

микробные клетки. В некоторых бронхах имеется большое 

количество слизи. Эпителиальный слой бронхов без по-

вреждений. В слизистой оболочке бронхов воспалительно-

клеточной инфильтрации не выявлено. В паренхиме легких 

имеется обильная клеточная инфильтрация межальвеоляр-

ных перегородок, в просвете альвеол также видны скопле-

ния клеток, что приводит к исчезновению альвеолярного 

строения. Клеточный инфильтрат состоит из макрофагов, 

нейтрофилов, лимфоцитов и единичных базофилов. 

Отмечается наличие большого количества микробов в оча-

гах клеточной инфильтрации (рис. 1А).

Печень. В ткани печени имеется множество обширных 

участков из гепатоцитов в состоянии дегенерации и некро-

за. Ядра клеток сжаты, гиперхромные. В некоторых клетках 

отмечается лизис ядер. Цитоплазма гепатоцитов не прокра-

шивается. В паренхиме, окружающей некротические очаги, 

определяются диффузно расположенные дегенерирующие 

клетки (рис. 1Б). 

Селезенка. Площадь белой пульпы селезенки значитель-

но уменьшена в результате уменьшения лимфатических 

фолликулов, у которых отсутствует маргинальная зона (рис. 

1B). Центры размножения не определяются. Иногда на 

месте лимфатического фолликула сохраняется лишь не-

большое скопление лимфоцитов. В красной пульпе находит-

ся довольно большое количество лимфоцитов и нейтрофи-

лов. У некоторых животных в синусах селезенки обнаруже-

ны тромбы. В ряде случаев в красной пульпе выявляется 

большое количество разрушенных клеток.

Тимус. У большинства инфицированных мышей морфо-

логия долек тимуса аналогична микроскопическому строе-

нию тимуса интактных животных. Корковое вещество, рас-

положенное по краевой части долек, состоит из большого 

количества плотно расположенных лимфоцитов. Мозговое 

вещество долек содержит меньшее количество лимфоци-

тов. Отличие тимуса мышей, зараженных пневмококком, от 

тимуса здоровых мышей заключается в истончении (прибли-

зительно в 2–3 раза) корковой зоны долек (рис. 1Г). У неко-

торых зараженных пневмококком животных количества лим-

фоцитов в корковом веществе встречаются лишь единичные 

лимфоциты, что говорит об усилении патологических про-

цессов. 

Лимфатический узел. Корковое вещество лимфатиче-

ских узлов содержат единичные лимфатические фоллику-

лы. Центры размножения не определяются. В паракорти-

кальной зоне и мозговом веществе имеется большое коли-

чество лимфоцитов, что свидетельствует о повышенной 

иммунной активности органа. У части инфицированных 

мышей количество лимфоцитов в лимфоузлах значительно 

уменьшается. В результате становится видна строма. 

В головном мозге и почках микроскопических отклонений 

от нормы не выявлено.

Антибиотикотерапия пневмококковой пневмонии
Пригодность разработанной модели летальной легочной 

инфекции, вызываемой штаммом S. pneumoniae АТСС 6305, 

оценивали в экспериментах по антибиотикотерапии. 

Полученные результаты показали высокую эффективность 

ранней антибиотикотерапии, когда введения антибиотиков 

начинали через 3 ч после заражения. В результате все мыши, 

получавшие большую дозу левофлоксацина (100 мг/кг), вы-

жили к 14-м суткам после заражения. Меньшая доза препа-

рата (25 мг/кг) защищала от гибели 90% животных. Гибель 

1 из 10 мышей в группе 2 произошла только на 11-е сутки 

инфекции.

Более позднее начало терапии (через сутки после зара-

жения) приводило к худшему результату. В это время у 

мышей уже имелся выраженный пневмококковый сепсис. 

При этом эффективность терапии напрямую зависела от 

терапевтической дозы левофлоксацина. 90% мышей, кото-

рым вводили антибиотик в дозе 100 мг/кг (группа 3), остава-

лись живыми в течение срока наблюдения. Лишь 1 животное 

умерло на 13-е сутки после инфицирования. Выживаемость 

мышей в группе 4, которым назначали меньшую дозу пре-

парата (25 мг/кг), составила лишь 50%. Гибель животных 

Рис. 2. Эффективность левофлоксацина (ЛФ) при лечении 

летальной инфекции у мышей BALB/c, вызванной интраназаль-

ным введением 40 ЛД50 культуры S. pneumoniae АТСС 6305.

Fig. 2. Efficacy of levofloxacin (LF) in the treatment of lethal infection 
in BALB/c mice caused by intranasal administration of 40 LD50 S. 
pneumoniae ATCC 6305.

Рис. 3. Эффективность ампициллина (АМ) при лечении леталь-

ной инфекции у мышей BALB/c, вызванной интраназальным 

введением 40 ЛД50 культуры S. pneumoniae АТСС 6305.

Fig. 3. Efficacy of ampicillin (AM) in the treatment of lethal infection 
in BALB/c mice caused by intranasal administration of 40 LD50 of S. 
pneumoniae ATCC 6305 culture.

ЛФ через 3 ч п/зар., 100 мг/кг / 

ЛФ через 24 ч п/зар., 100 мг/кг / 

Контроль / 

ЛФ через 3 ч п/зар., 25 мг/кг / 

ЛФ через 24 ч п/зар., 25 мг/кг / 

Ко
ли

че
ст

во
 в

ы
ж

ив
ш

их
 м

ы
ш

ей
, %

 / 

Сутки после заражения / 

АМ через 3 ч п/зар., 200 мг/кг /

АМ через 24 ч п/зар., 200 мг/кг /

Контроль / 

АМ через 3 ч п/зар., 50 мг/кг /

АМ через 24 ч п/зар., 50 мг/кг /

Ко
ли

че
ст

во
 в

ы
ж

ив
ш

их
 м

ы
ш

ей
, %

 / 

Сутки после заражения / 

https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor
https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor


34

А.И.Борзилов и др. / Бактериология, 2024, т. 9, №3, с. 28–36

A.I.Borzilov et al / Bacteriology, 2024, volume 9, No 3, с. 28–36

наблюдалась с 6-х по 13-е сутки. Все контрольные животные 

(без лечения) умерли в течение 8 суток после заражения 

(рис. 2).

Из внутренних органов всех павших мышей была выделе-

на культура патогена – S. pneumoniae АТСС 6305. По дан-

ным бактериологического анализа, проведенного на 14-е 

сутки после заражения, во внутренних органах и крови всех 

выживших мышей культура пневмококка отсутствовала. 

Таким образом, эти животные были полностью санированы 

от пневмококка.

Результаты лечения пневмококковой пневмонии ампи-

циллином оказались более высокими. Введение мышам 

этого антибиотика и в максимальной, и в минимальной разо-

вых дозах независимо от сроков начала лечения защищало 

от гибели 100% мышей, тогда как контрольные мыши, не 

получавшие ампициллин, умирали в течение 8 суток (рис. 3). 

Бактериологический анализ органов всех выживших мышей 

не выявил у них носительства S. pneumoniae АТСС 6305. 

Обсуждение

Мышиные модели пневмококковой инфекции широко ис-

пользуются исследователями для изучения патогенеза и для 

оценки лечебной эффективности различных антибактери-

альных препаратов [23–25]. Ранее мы также описали модель 

пневмококкового сепсиса у мышей линии BALB/c, вызывае-

мого вирулентным штаммом S. pneumoniae АТСС 6305 и 

авирулентным штаммом S. pneumoniae M17 [26]. 

В этой статье мы представили экспериментальные дан-

ные, позволяющие воспроизводить летальную пневмококко-

вую пневмонию у здоровых мышей. Описанная нами модель 

инфекции позволяет использовать ее для оценки лечебной 

эффективности антибактериальных препаратов. Многие ви-

рулентные штаммы бактерий, таких как Staphylococcus 
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli и Streptococcus 
pneumonia, способны вызывать серьезную легочную инфек-

цию у здоровых мышей различных линий. В предваритель-

ных исследованиях мы отобрали наиболее вирулентный в 

отношении иммунокомпетентных мышей клинический 

штамм S. pneumoniae, относящийся к серогруппе 5, который 

после интраназального инфицирования вызывает у мышей 

тяжелую форму пневмонии, генерализацию инфекции и ги-

бель животных. Известно, что среди штаммов пневмококков 

этой серогруппы встречаются высоковирулентные варианты 

[27]. Однако для моделирования смертельной пневмококко-

вой пневмонии пригодны штаммы других серотипов – 1, 3, 

6A и 8 [28]. В качестве модельных животных мы использова-

ли мышей линии BALB/c, для которых ЛД50 штамма АТСС 

6305 при интраназальном введении составляет 4,5•105 КОЕ. 

Установлено, что инбредные мыши более восприимчивы к 

пневмококковой инфекции, так как не способны вырабаты-

вать антитела к некоторым антигенам, включая пневмокок-

ковые капсульные полисахариды и другие тимуснезависи-

мые антигены [29].

Благодаря достаточно высокой вирулентности тест-

штамма мы выбрали для интраназального заражения дозу 

2•107 КОЕ, которая соответствует 40 ЛД50. Этого количества 

клеток достаточно, чтобы вызвать 100%-ю летальность у по-

допытных животных. Другие исследователи для достижения 

летального эффекта вводят мышам более высокие дозы 

пневмококка [30]. Но даже высокие заражающие дозы не 

всегда приводят к 100%-му летальному исходу [31, 32]. В 

нашем случае гибель мышей наступала в течение 8 суток 

после интраназального заражения, что говорит о постепен-

ном развитии пневмококковой инфекции у мышей, хотя уже 

в первые часы инфекции культура S. pneumoniae проникала 

не только в легкие, но и в головной мозг и почки. Через 12 ч 

у подопытных мышей появлялась бактериемия, а через 

сутки развивался выраженный сепсис. Максимальная обсе-

мененность клетками тест-штамма легких, селезенки, го-

ловного мозга, почек и крови была выявлена на 2-е сутки 

инфекции, а через 3 дня после заражения среди животных 

начиналась гибель.

Как и другие исследователи [32], мы выявили, что леталь-

ная легочная инфекция приводит к лейкопении в перифери-

ческой крови мышей. Количество лейкоцитов уменьшалось 

в среднем до 2,2•109/л по сравнению с интактным контро-

лем – 5•109/л. Кроме того, у инфицированных мышей сни-

жался уровень тромбоцитов – с 957•109/л до 240•109/л. 

Следует отметить, что при моделировании первичного сеп-

сиса у мышей, вызываемого этим же штаммом пневмокок-

ка, отмечались такие же изменения в формуле крови [26].

Быстрое развитие сепсиса у мышей после интраназаль-

ного заражения культурой S. pneumoniae АТСС 6305 повлек-

ло за собой нарушение функциональной активности печени. 

В ходе биохимического анализа сывороток крови мышей 

было установлено статистически значимое отклонение от 

нормы показателей АСТ и ЩФ. Средние значения концен-

трации глюкозы и креатинина в крови также начали сме-

щаться в сторону патологии. Изменения биохимических по-

казателей свидетельствует о функциональной недостаточ-

ности внутренних органов, которая приводит к летальному 

исходу пневмококковой инфекции.

Гистологические исследования органов мышей, прове-

денные через 48 ч после интраназального инфицирования 

культурой штамма АТСС 6305 в дозе 2•107 КОЕ, выявили 

выраженные патологические изменения в легких (воспали-

тельный инфильтрат как в просвете бронхов, так и в ме-

жальвеолярном пространстве). 

Штамм S. pneumoniae АТСС 6305 также вызывал образо-

вание в печени мышей множественных очагов некроза, что 

что говорит о тяжести развивающейся пневмококковой ин-

фекции.

Результаты микроскопического исследования органов 

мышей BALB/c, инфицированных интраназально летальной 

дозой (40 ЛД50) культуры S. pneumoniae АТСС 6305, показа-

ли развитие серьезных патологических изменений к 3-м 

суткам пневмококковой инфекции. В воздухоносных путях и 

респираторном отделе легких развивается воспаление с на-

личием множества нейтрофилов. В печени происходит деге-

нерация и некроз гепатоцитов. В органах иммунной системы 

уменьшается объем лимфоидной ткани. В лимфатических 

фолликулах селезенки и лимфатических узлов наблюдается 

снижение пролиферации В-клеток, а в корковой зоне в доль-

ках тимуса – Т-лимфоцитов.

J.E.Gotts et al [32] наблюдали похожую патологическую 

картину в легких мышей, инфицированных интраназально 

пневмококками серотипа 19F, но в большей дозе – 1•108 КОЕ. 
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На 7-е сутки инфекции в легких животных наблюдались се-

рьезные изменения, связанные с обструкцией бронхов вос-

палительным экссудатом, отеком альвеолярных перегоро-

док, интерстициальным и периваскулярным клеточным вос-

палением.

Пригодность разработанной нами модели летальной 

легочной пневмококковой инфекции у мышей мы оценива-

ли в экспериментах по ее антибиотикотерапии. В качестве 

лечебных препаратов использовали антибиотик фторхино-

лонового ряда (левофлоксацин) и β-лактам (ампициллин), 

которые обладают высокой активностью in vitro. 

Минимальная подавляющая концентрация левофлоксаци-

на в отношении тест-штамма S. pneumoniae АТСС 6305 

составляет 0,5 мкг/мл, а ампициллина – <0,008 мкг/мл. 

Левофлоксацин назначали в суточных дозах100 и 25 мг/кг, 

ампициллин – 400 и 100 мг/кг. Выбранные нами дозировки 

антибактериальных препаратов были эквивалентны сред-

ним суточным человеческим дозам [33]. Кроме того, мы 

применяли два режима начала терапии – через 3 ч и через 

24 ч после заражения подопытных животных. Выбор ранне-

го срока начала лечения связан с тем, что через 3 ч после 

заражения инфекция начинает развиваться и локализуется 

только в легких (7,13 LOG10 КОЕ/г), головном мозге (3,56 

LOG10 КОЕ/г) и у некоторых мышей в почках (2,91 LOG10 

КОЕ/г), а бактериемия отсутствует. Очевидно, что анти-

биотикотерапия в этот период может дать лучший лечеб-

ный результат. Более позднее начало лечения (через сутки 

после заражения), когда у всех животных наблюдается 

выраженный сепсис и высокая бактериальная нагрузка на 

легкие (6,54 LOG10 КОЕ/г), селезенку (6,84 LOG10 КОЕ/г), 

головной мозг (4,84 LOG10 КОЕ/г), почки (5,77 LOG10 КОЕ/г) 

и кровь (6,7 LOG10 КОЕ/г), ухудшает прогноз заболевания. 

Тем не менее результаты экспериментального лечения ле-

тальной пневмококковой инфекции у мышей линии BALB/c, 

вызываемой штаммом S. pneumoniae АТСС 6305, дали хо-

рошие результаты. В случае левофлоксацина наблюдался 

дозозависимый эффект: большая доза защищала от гибе-

ли 90–100% мышей (в зависимости от срока начала тера-

пии), меньшая доза – 50–90% мышей. Активность in vivo 

ампициллина оказалась максимальной: выжили все инфи-

цированные животные. В то же время все мыши, не полу-

чавшие антибиотикотерапии, погибали в течение 8 суток 

после заражения. Следует отметить, что у 100% выживших 

мышей возбудитель инфекции – S. pneumoniae АТСС 

6305 – элиминировал из организма.

Заключение

В результате работы была изучена и апробирована мо-

дель летальной пневмонии, вызываемой вирулентным 

штаммом S. pneumonia АТСС 6305. Экспериментальная 

пневмококковая инфекция поддается лечению антибиотика-

ми и может быть использована для оценки терапевтической 

эффективности различных антибактериальных препаратов, 

предназначенных для борьбы с пневмококковой инфекцией.
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Диагностика завозного случая лепры 

в России с использованием серологических 

методов и бактериоскопии 

 А.Г.Королёва-Ушакова, E.В.Баранова, Е.А.Ганина, А.Г.Шевяков, М.В.Храмов, С.Ф.Бикетов, И.А.Дятлов 

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Лепра – гранулематозное хроническое заболевание, вызываемое Mycobacterium leprae, поражающее в первую оче-
редь периферические нервы и кожу, нередко приводящее к инвалидизации. Важнейшим инструментом лабораторно-
го контроля лепры является иммунодиагностика.  Нами был получен биологический материал из ФБУЗ «Центр гигиены 
и эпидемиологии в городе Москве» от трех пациентов, один из которых имел явные клинические признаки заболева-
ния лепрой (уроженец Республики Чад, Центральная Африка), два других (контактных) пациента их не имели. 
Пациенту с клиническими признаками поражения кожи и нервов был поставлен предварительный диагноз «лепра». 
Позже нами были получены сыворотки от контактных лиц для проведения серологических исследований. В данной 
работе мы провели иммунодиагностику сывороток данных пациентов в формате иммуноферментного и иммунохрома-
тографического анализов и осуществили микроскопию мазков из носоглотки и пораженных тканей подозрительного 
по лепре пациента и мазков из носоглотки контактных с ним лиц. В сыворотке крови пациента с характерными для 
лепры клиническими признаками и у четырех контактных с ним пациентов без клинических признаков обнаружены 
специфические антитела к M. leprae в серологических исследованиях. У одного из пациентов в биоматериале из носо-
глотки при микроскопии мазка обнаружены специфические фуксинофильные микобактерии. 
Ключевые слова: иммуноферментный анализ, иммунохроматографический анализ, лепра, Mycobacterium leprae, 
фенольный гликолипид-1, серологическая иммунодиагностика, микроскопия
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 Diagnostics a case of leprosy imported to the Russian 
Federation using serologic methods and bacterioscopy 

A.G.Korolyova-Ushakova, E.V.Baranova, E.A. Ganina, A.G.Shevyakov, M.V.Кhramov, S.F.Biketov, I.A.Dyatlov

«State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology» of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow region, 

Russiаn Federation

Lepra is a granulomatous chronic disease caused by Mycobacterium leprae, primarily affecting the peripheral nerves and skin, 
often resulting in disability. Immunodiagnosis is the most important tool for laboratory control of leprae. We received biological 
material from the Center of Hygiene and Epidemiology in Moscow from three patients, one of whom had obvious clinical signs, 
the other two patients did not have them. The patient with clinical signs of skin and nerve lesions was given a preliminary 
diagnosis of leprosy. Later we obtained sera from the contacts for serologic studies in the amount of 37 pieces. In this study, 
we immunodiagnosed the sera of these patients by ELISA and ICA and performed microscopy of nasopharyngeal and lesion 
swabs from the nasopharynx of a leprae-suspect patient and nasopharyngeal swabs from his contacts. Specific antibodies to 
M. leprae were detected in the serum of a patient with clinical signs characteristic of leprae and in four contact patients without 
clinical signs in serologic tests. In one of the patients, specific mycobacteria were detected in the nasopharyngeal biomaterial 
by smear microscopy.
Key words: ELISA, immunochromatographic analysis, leprosy, Mycobacterium leprae, phenolic glycolipid-1, serological 
immunodiagnostics, microscopy
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Л
епра – гранулематозное хроническое заболевание, 

вызываемое Mycobacterium leprae, поражающее в пер-

вую очередь периферические нервы и кожу, нередко приво-

дящее к инвалидизации [1]. 

Лепру называют «великим имитатором», способным ими-

тировать многие болезни кожи и периферической нервной 

системы. Поражение кожи при данном заболевании может 

быть одиночным или множественным, обычно менее пиг-

ментированным, чем окружающая нормальная кожа. Иногда 

поражение бывает красноватого или медного цвета. 

Поражения кожи могут быть различными: в виде папул, 

макул, узелков. Потеря чувствительности является типич-

ным признаком. Утолщенные нервы, главным образом пери-

ферические нервные стволы, представляют собой еще одну 

особенность лепры. Утолщенный нерв часто сопровождает-

ся другими признаками в результате повреждения нерва. 

Это может быть потеря поверхностной чувствительности и 

слабость мышц, иннервируемых пораженным нервом. 

Наиболее уязвимы болевые и температурные рецепторы. 

Вегетативная дисфункция выражается в виде изменения 

окраски (мраморности, синюшности, пигментации), отечно-

сти, сухости, потери эластичности кожи, волос, ослаблении 

или отсутствии местного и рефлекторного дермографизма, 

пиломоторного рефлекса. Такой же серьезной проблемой, 

существенно влияющей на качество жизни, становится об-

разование длительно текущих, плохо поддающихся лечению 

безболезненных трофических язв, образующихся на подо-

швенной поверхности стоп [2, 3].

Раннее, опережающее вовлечение в патологический про-

цесс до появления кожных изменений рецепторного аппара-

та и чувствительных волокон периферических нервов – су-

щественная часть клинической картины лепры. Более того, 

заболевание может проявляться только в виде невропатий 

при отсутствии кожных симптомов (чисто невральная форма 

лепры). При неврологическом осмотре пациента на кожных 

элементах выявляются «островки» гипестезии, анестезии, 

лабильных чувствительных расстройств, причинно связан-

ных с локальным поражением сенсорных ветвей кожных 

нервов. Современные инструменты исследования позволя-

ют с достаточной точностью определить границы зон рас-

стройства чувствительности. Неравномерное поражение 

мышечного аппарата, преимущественно сгибателей и раз-

гибателей верхних конечностей, изменяет координационный 

синергизм при сокращении/расслаблении мышц, способ-

ствует формированию типичных для больных лепрой дефор-

маций и контрактур (рука «пастера», «когтистая», «обезья-

нья», «флажковая» кисть, кисть типа «лодочки», «свисаю-

щая» стопа). Несмотря на их наличие, потерю тактильной 

чувствительности, способность выполнять работу, требую-

щую точности движений, не теряется, т.к. глубокая чувстви-

тельность сохраняется «поразительно хорошо». В отличие 

от полиневропатий другого генеза сухожильные и перио-

стальные рефлексы обычно не угасают [3, 4].

Наряду с образованием в костной ткани хронических вос-

палительных лепрозных гранулем развиваются остеопороз, 

остеолиз, деструкция костной ткани, дефигурация пальцев, 

обусловленная подвывихами, переломами концевых и ос-

новных фаланг. Наиболее выраженные структурные изме-

нения архитектоники костной ткани и суставов имеются у 

больных с нейропатической остеоартропатией Шарко, мути-

ляцией фаланг пальцев кистей и стоп при давлении на пе-

редние точки опоры и пятку. Из-за этого и наличия изъяз-

влений на коже при распаде лепром в дошедших из глубины 

веков медицинских трактатах больного лепрой называли 

«человек, гниющий заживо» [5].

В рекомендациях Всемирной организации здравоохране-

ния диагноз «лепра» ставят на основе наличия одного или 

нескольких из трех признаков: потеря чувствительности в 

(гипопигментированном) пятне на участках кожи; утолщение 

периферических нервов с потерей чувствительности, мы-

шечной слабости, связанной с повреждением нерва, иннер-

вирующего этот участок; или присутствие кислотоустойчи-

вых бацилл в гистологическом срезе кожи и определение 

бактериального индекса – количества кислотоустойчивых 

бацилл в дерме. Для этого проводится биопсия кожи и маз-

ков с кожных срезов (skin-slit smears), которые используются 

для непосредственного обнаружения M. leprae и позволяют 

определить бактериальный индекс [1]. Бактериоскопическое 

исследование имеет решающее значение при получении по-

ложительных результатов при подозрении на лепроматоз-

ный или погранично-лепроматозный тип [6]. При туберкуло-

идном и погранично-туберкулоидном типе микобактерии 

могут не выявиться.

Также в целях диагностики используют лепроминовую 

пробу, или пробу Митсуды (Мицуды) – показатель способ-

ности хозяина поддерживать в своем организме клеточный 

иммунитет к M. leprae. Используют лепромин. Отрицательная 

реакция Митсуды обычно наблюдается у пациентов с много-

бактериальным типом лепры и указывает на отсутствие за-

щитного клеточного ответа. Внутрикожная реакция Митсуды 

состоит из выполнения внутрикожной инъекции антигена 

лепромина (синтезированного из M. leprae) на сгибательной 

поверхности предплечья. Реакция Митсуды выражает уро-

вень клеточного иммунитета и представляет собой экстери-

оризацию туберкулоидной гранулемы, наблюдаемую при 

гистопатологических исследованиях. Данная реакция помо-

гает классифицировать клиническую форму заболевания, 

но не позволяет поставить диагноз. Также применяют функ-

циональные пробы для проверки температурной, тактиль-

ной, болевой чувствительности [1].

Для дополнительной диагностики лепры также использу-

ется молекулярно-генетический метод (полимеразная цеп-

ная реакция), который позволяет подтвердить диагноз лепры 

наличием ДНК M. leprae в очагах поражения [7, 8]. 

Важнейшим инструментом лабораторного контроля лепры 

является иммунодиагностика. Клиническая постановка диа-

гноза ранней стадии лепры или олигобациллярной лепры 

может быть проблематичной. Поэтому в дополнение к выше-

названным методам были разработаны и другие методы диа-

гностики, такие как иммуноферментный и иммунохромато-

графический методы анализа (ИФА, ИХА) [9–12]. В частно-

сти, во ФБУН ГНЦ ПМБ в 2013 г. был разработан иммунохро-

матографический серотест для экспресс-диагностики лепры, 

основанный на химически синтезированном аналоге компо-

нента клеточной стенки – фенольном гликолипиде 1 (ФГЛ-1). 

Этот серотест был успешно применен в данном исследова-

нии. На основе ФГЛ-1 был осуществлен и ИФА. В наших ис-

следованиях мы осуществили качественное определение со-
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держания антител человека IgG, IgM, IgA против M. leprae в 

ИФА и IgM в ИХА и определили наличие кислотоустойчивых 

микобактерий в скарификатах методом микроскопии.

Материалы и методы

В работе использовали иммунобиохимические и микро-

скопический методы. Материалом для исследований послу-

жили сыворотки крови от 40 пациентов, один из которых 

имел характерные для лепры клинические признаки (осталь-

ные 39 – контактные с ним лица, не имевшие клинических 

признаков), а также биоматериал из носоглотки данных па-

циентов.

Для исключения ложноположительных результатов иссле-

дуемые сыворотки готовили в стерильных условиях, исклю-

чающих возможность бактериального загрязнения. Каждый 

образец сыворотки или раствора отбирали новым наконеч-

ником.

В работе применяли иммунобиохимические и микроско-

пический методы исследования. Работы проводились на 

базе отдела иммунобиохимии патогенных микроорганизмов 

ФБУН ГНЦ ПМБ Роспотребнадзора, Оболенск.

Проведение иммуноферментного анализа. Антиген на 

основе ФГЛ-1 с бычьим сывороточным альбумином (БСА) 

[13, 14] (получен методом химического синтеза сотрудниками 

Института органической химии им. Н.Д.Зелинского Рос-

сийской академии наук (ИОХ РАН)) разводили до 0,5 мг/мл в 

карбонатно-бикарбонатном буфере рН 9,6 («ПанЭко», 

Россия). По 0,1 мл разбавленного антигена добавляли в 

лунки 96-луночного планшета (Nunc, MaxiSorp, Дания) и вы-

держивали в течение ночи при 4°С. Далее промывали план-

шет фосфатным буфером с твином (ФСБ-Т) 2 раза. Вносили 

в каждую лунку по 0,2 мл блокирующего реагента (5%-е 

обезжиренное сухое молоко) и инкубировали в течение 1 ч 

при 37°С. Промывали планшет ФСБ-Т 2 раза. Вносили в 

лунки планшета сыворотки, разведенные 1:200, и инкубиро-

вали 1 ч при 37°С. В лунку планшета А1 вносили 0,1 мл ра-

бочего буферного раствора (ФБР, используется как бланк). 

Для контроля вносили отрицательную контрольную сыворот-

ку в рабочем разведении (К-) и положительную контрольную 

сыворотку в рабочем разведении (К+) объемом 0,1 мл. В 

остальные лунки планшета вносили по 0,1 мл исследуемых 

сывороток в рабочем разведении. Инкубировали на шейке-

ре 1 ч при 37°С. Промывали планшет ФСБ-Т 3 раза. Вносили 

в лунки планшета по 0,1 мл рабочего разведения перокси-

дазного конъюгата кроличьих антител против человеческих 

Ig (A, G, M) (Sigma, США) и инкубировали в течение 1 ч при 

37°С. Промывали планшет ФСБ-Т 4 раза. Вносили в лунки 

планшета по 0,1 мл свежеприготовленного субстратного 

раствора (двухкомпонентная хромогенная система тетраме-

тилбензидин – субстратный буфер в соотношении 1:1). 

Ферментативную реакцию останавливали после развития 

синей окраски добавлением 0,05 мл 1 М Н2SО4 («ДиаМ», 

Россия). Регистрировали оптическую плотность (ОП) рас-

твора при λ = 450 нм с помощью планшетного фотометра 

(«Униплан», «Пикон», Россия). Нулевой уровень (бланк) 

устанавливали по лунке А1 .

Проведение иммунохроматографического анализа. 

Для проведения ИХА использовали набор реагентов для 

ускоренной серодиагностики лепры («Серотест Лепра») про-

изводства ФБУН ГНЦ ПМБ (РУ от 22 апреля 2014 г. РЗН 

2014/1571, серия 11, произведен 26.06.2023). Набор реаген-

тов «Серотест Лепра» предназначен для экспресс-скрининга 

сыворотки крови человека на наличие cпецифических анти-

тел IgM к возбудителю. В качестве антигенной подложки 

использовали антиген M. leprae на основе ФГЛ-1, конъюги-

рованный с бычьим сывороточным альбумином (получен 

методом химического синтеза сотрудниками ИОХ РАН).

Набор реагентов представляет собой сборную пластико-

вую кассету с тест-полоской внутри. Кассета оснащена двумя 

окошками (приемочное – для исследуемого образца, тесто-

вое – для визуального учета результата). На лицевой стороне 

кассеты имеется маркировка «Серотест Лепра». Специ-

фические антитела, присутствующие в исследуемой сыво-

ротке крови, взаимодействуют с меченными золотом антите-

лами к иммуноглобулинам человека класса М, образуя окра-

шенный комплекс с последующим его накоплением в тесто-

вой зоне. Учет результата проводят визуально. «Серотест 

Лепра» обеспечивает выявление IgМ антител к M. leprae в 

сыворотке крови человека в 70% случаев лепроматозной 

формы заболевания и в 30% – туберкулоидной формы. 

Необходимый объем сыворотки крови для проведения одного 

анализа составляет 10 мкл. Для проведения анализа вскрыли 

пакет, извлекли необходимое количество тестов и выдержа-

ли при комнатной температуре (22 ± 2°С) 15 мин. С помощью 

пипетки внесли в круглую лунку кассеты не менее 10 мкл 

исследуемой сыворотки и добавили 0,1 мл ФСБ, рН = 7,4. 

Время реакции – 20 мин. Интенсивность линий при интерпре-

тации результата (табл. 1) не учитывается. 

Далее мы сравнили результаты ИХА с тестами производ-

ства ФБУН ГНЦ ПМБ и экспериментальной серией зарубеж-

ных ИХ-тестов ML Flow, lot 7/002, 05/2015 IPTSP/UFG, произ-

водства Бразилия. Результат совпал во всех случаях. 

Микроскопия мазков. Окраску фиксированных над пла-

менем спиртовки мазков проводили по методу Циля–

Нильсена. Для этого использовали «Набор реагентов для 

окраски срезов и мазков по Цилю-Нильсену» (ООО 

«Лабико», Санкт-Петербург, Россия). Сначала поместили 

фиксированные мазки в раствор йодной кислоты на 10 мин, 

затем промыли в дистиллированной воде и поместили их в 

карболовый фуксин Циля на 30 мин. Тщательно промыли 

мазки в нескольких сменах дистиллированной воды и про-

сушили фильтровальной бумагой. Далее использовали диф-

Таблица 1. Интерпретация результатов

Table 1. Interpretation of the results

Положительный 
результат /
Рositive result

Наличие видимых глазом двух окрашенных линий в 
зонах «Т» и «К»/
The presence of two colored lines visible to the eye in the 
«T» and «K» zones

Отрицательный 
результат /
Negative result

Наличие окрашенной линии только в зоне «К»/
The presence of a colored line only in the “K” zone

Тест не работает/
The test does not 
work

Отсутствие окрашенной линии в зоне «К»/
The absence of a colored line in the “K” zone

Тест не работает /
The test does not 
work

Полное отсутствие окрашенных линий/
Complete absence of colored lines
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ференцирующий раствор в течение 5 мин с последующим 

промыванием в нескольких сменах дистиллированной воды. 

Затем докрашивали мазки метиленовым синим с экспозици-

ей 5 мин и последующим промыванием дистиллированной 

водой. После удаления излишка влаги провели микроскопи-

ческое исследование на микроскопе (Nikon, Eclips 80i, 

Германия) при рабочем увеличении окуляров ×20 и объекти-

ва ×20 (фотонасадка Nikon Digital Imaging Head, Германия).

Результаты исследования 

Результаты ИФА. Качество реакции ИФА оценивали при 

ОП в лунках с отрицательным контролем (ОП Кср-) – не 

более 0,2 оптических единиц (о.е.), а в лунке с положитель-

ным контролем значение ОП (OП Кср+) не менее 0,9 о.е. 

Результаты анализа (табл. 2) оценивали по коэффициенту 

серопозитивности (КС), рассчитываемому по формуле: 

КС = ОПобразца/ОПкрит, где ОПкрит = ОП Кср- + 0,1.

В сыворотке крови пациента с характерными для лепры 

клиническими признаками содержались специфические ан-

титела к M. leprae. Коэффициент серопозитивности сыво-

ротки данного пациента на подложке с ФГЛ-1 (КСФГЛ-1) соста-

вил 2,4. У четырех пациентов из числа контактных коэффи-

циенты серопозитивности составили 1,2; 2,0; 1,15 и 0,97. 

ИФА сывороток крови данных пациентов показал наличие 

специфических антител к возбудителю лепры.

Результаты ИХА. Все пять сывороток в ИХА с использова-

нием набора для серодиагностики лепры (ФБУН ГНЦ ПМБ) 

(рис. 1а, в) и набора ML Flow (Бразилия) (рис. 2) имели по-

ложительный результат с разной степенью интенсивности 

окрашивания тестовых полос.

Все остальные сыворотки контактных пациентов (35 сы-

вороток) показали в ИХА отрицательный результат. 

Результаты микроскопии. У одного из серопозитивных 

пациентов, не имеющих характерных для лепры клиниче-

ских признаков, в мазках из носоглотки обнаружен ы специ-

фические фуксинофильные микобактерии на фоне клеток 

эпителиальной ткани, окрашенных в голубой цвет  (рис. 3). 

У другого серопозитивного пациента, не имеющего ха-

рактерных для лепры клинических признаков, в поле зрения 

микроскопа на фоне назальной слизи выявлено большое 

количество базофильно окрашенных кокковых форм бакте-

рий (рис. 4). У третьего серопозитивного пациента, также не 

имеющего клинических признаков, в мазке обнаружено ско-

пление полиморфноядерных лейкоцитов (рис. 5). У осталь-

ных пациентов, в т.ч. с клиническими признаками, специфи-

Таблица 2. Оценка результатов иммуноферментного анализа

Table 2. Evaluation of the results of enzyme immunoassay

КС <0,9 / 
Serum control <0,9

Отрицательный результат.
Указывает, что тестируемый образец не содержит 
антител к возбудителю лепры либо уровень антител не 
детектируется /
Negative result.
Indicates that the test sample does not contain antibodies 
to the causative agent of leprosy, or the level of antibodies 
is not detected

КС 0,9-1,1 /
Serum control 
0,9 1,1 

Сомнительный результат «серая зона». Повторить 
анализ. При повторном получении промежуточного 
значения отобрать новый образец сыворотки крови у 
пациента и проанализировать /
The dubious result is a «gray zone». Repeat the analysis. 
Upon repeated receipt of the intermediate value, take a 
new blood serum sample from the patient and analyze

КС >1,1 /
Serum control >1,1 

Положительный результат /
Рositive result

Рис. 1. ИХА с использованием «Серотест Лепра» (ФБУН ГНЦ ПМБ): а) с сывороткой пациента, имеющего характерные для лепры 

клинические признаки; в)  с сыворотками пациентов, не имеющих характерных для лепры клинических признаков.

Fig. 1. Immunochromatographic analysis using Serotest Leprosy (State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology): 
a) with serum from a patient with clinical signs characteristic of leprosy; b) with serum from patients who do not have clinical signs 
characteristic of leprosy.

А B
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ческих фуксинофильных микобактерий в мазках не обнару-

жено. 

Через 5 мес. лечения пациента с подтвержденным диа-

гнозом «лепра (лепроматозная форма)» был осуществлен 

забор назальной слизи и скарификация пораженных участ-

ков кожи (мочки ушей, надбровные дуги, запястье, область 

локтевого сустава) с последующим нанесением мазков на 

стекла и окрашиванием их по Цилю-Нильсену. Микроскопию 

осуществляли на микроскопе «Микмед-6» при рабочем уве-

личении окуляров ×10 и объектива ×100 под иммерсией. По 

результатам микроскопического исследования во всех маз-

ках были обнаружены специфические фуксинофильные ми-

кобактерии на фоне назальной слизи, клеток эпителиальной 

ткани и полиморфноядерных лейкоцитов, окрашенных в го-

лубой цвет (рис. 6, 7).

Обсуждение

В соответствии с мировой статистикой, 26% подозритель-

ных по лепре пациентов ожидают подтверждения диагноза в 

течение 8 мес. после первого обращения за первичной ме-

дико-санитарной помощью. Задержка или недостоверная 

диагностика происходит чаще в неэндемичных районах с 

постоянным притоком мигрантов, где клиницисты редко 

сталкиваются со случаями лепры и нередко ставят ошибоч-

ные диагнозы на ранних стадиях заболевания лепрой. Ясно, 

что необходимы дополнительные исследования, чтобы по-

нять взаимосвязь путей передачи между резервуаром ин-

фекции и людьми с субклиническими формами инфекции с 

контактирующими лицами и окружающей средой. Вероятно, 

лица с субклиническими формами лепры также являются 

источниками инфекции, в связи с чем ранняя диагностика и 

своевременно начатое лечение препятствуют передаче воз-

будителя данного заболевания и развитию инвалидизирую-

щих осложнений [15]. Титры антител против ФГЛ-1 прямо 

пропорционально коррелируют с прогрессированием лепро-

матозной формы лепры, неэффективностью лечения или 

рецидивом уже существующего заболевания. Однако у 

людей с адекватным иммунным статусом при высоких зна-

чениях титров антител при непосредственном контакте с 

источником заболевания лепра вряд ли разовьется, не счи-

тая семейных случаев лепры, при которых, по мнению мно-

жества авторов, имеется генетическая предрасположен-

ность к заболеванию [3, 8]. Мета-анализ, проведенный ис-

следователями из Бразилии, показывает, что среди здоро-

вых людей, контактировавших с больными лепрой, риск 

развития болезни примерно в 3 раза выше у лиц с повышен-

Рис. 2. ИХ-тест (Бразилия) с сывороткой пациента, имеющего 

характерные для лепры клинические признаки.

Fig. 2. Immunochromatographic tests (Brazil) with serum from a 
patient with clinical signs characteristic of leprosy.

Рис. 3. Специфические фуксинофильные микобактерии на 

фоне клеток эпителиальной ткани.

Fig. 3. Specific fuchsinophilic mycobacteria against the background 
of epithelial tissue cells.

Рис. 4. Кокковые бактерии на фоне назальной слизи.

Fig. 4. Coccal bacteria against the background of nasal mucus.

Рис. 5. Скопление полиморфноядерных лейкоцитов.

Fig. 5. Cluster of polymorphonuclear leukocytes.

https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor
https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor


42

 А.Г.Королёва-Ушакова и др. / Бактериология, 2024, т. 9, №3, с. 37–45

A.G.Korolyova-Ushakova at al. / Bacteriology, 2024, volume 9, No 3, с. 37–45

ными титрами антител на ФГЛ-1-антиген [16, 17]. При тубер-

кулоидной форме лепры тесты на определение гуморально-

го иммунитета малоэффективны (30–40%) в связи с особен-

ностями иммунопатогенеза данной формы заболевания, 

вследствие чего ее диагностика вызывает значительные 

трудности. По данным некоторых авторов, передача мико-

бактерий происходит уже на этапе субклинических форм 

лепры [10, 18]. Исследования некоторых ученых зафиксиро-

вали повышенные титры антител IgG против микобактерии 

лепры у лиц, не имеющих клинических признаков заболева-

ния и проживающих на территории эндемичных по лепре 

областей, что, по их мнению, связано с латентной иммуниза-

цией населения. По наблюдениям американских исследова-

телей, повышение специфических антител IgM нередко бы-

вает предвестником заболевания клинической лепрой 

[11, 15], что особенно важно для прогнозирования заболева-

емости населения в целом и является причиной более тща-

тельного наблюдения за такими пациентами. 

Заключение

Расширение торгово-экономических связей с дружествен-

ными странами, активные миграционные потоки, туризм, а 

также длительный инкубационный период, наследственная 

предрасположенность, сложный иммунопатогенез заболева-

ния, влияние социальных факторов, многообразные клиниче-

ские проявления и тяжелые осложнения диктуют необходи-

мость пристального внимания к диагностике лепры и обу-

славливают дальнейшее изучение и расширение возможно-

стей ранней диагностики данного микобактериоза. 

Проблема своевременной постановки диагноза по-

прежнему остается актуальной, поскольку спорадическая 

заболеваемость, отсутствие готовности немедленного реа-

гирования врачей с диагностической точки зрения, недоста-

точная информированность специалистов, нетипичные кли-

нические проявления могут являться причиной длительного 

диагностического этапа и, соответственно, отсроченной 

специфической терапии, когда риск развития осложнений 

существенно возрастает [7, 9, 19]. 

Несмотря на спорадическую заболеваемость лепрой в 

России, выявленный клинический случай заболевания пока-

зывает необходимость бдительности врачей, пристального 

внимания и углубленного изучения анамнеза и грамотной 

диагностической дифференцировки клинически больных па-

циентов как в эндемичных, так и в неэндемичных регионах, 

поскольку своевременная диагностика данного микобакте-

риоза способствует своевременному лечению и предотвра-

щает развитие инвалидизирующих последствий [9]. 

Использованные нами иммунодиагностические тесты в 

качестве дополнительных диагностических инструментов в 

Рис. 6. Единичные полиморфные и множественные скопления (глобулы) фуксинофильных микобактерий.

Fig. 6. Single polymorphic and multiple clusters (globules) of fuchsinophilic mycobacteria.
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сочетании с микроскопией мазков подтверждают клиничеcки 

установленный диагноз лепроматозной формы лепры и 

дают основание для рекомендаций врачам-инфекционистам 

по тщательному наблюдению за пациентами с выявленными 

повышенными титрами антител к M. leprae. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Генетика холеры – ключ к ее профилактике 

Эксперты использовали передовой компьютерный подход для обнаружения генетических факторов, которые делают 

бактерии, вызывающие холеру, такими опасными, что может стать ключом к предотвращению этой смертельной болезни.

Инновационное исследование объединяет машинное обучение, геномику, метаболическое моделирование на уровне ге-

нома (GSMM) и 3D-структурный анализ, чтобы раскрыть генетические секреты Vibrio cholerae – бактерии, вызывающей хо-

леру.

Холера – смертельное диарейное заболевание, которое продолжает угрожать миллионам людей по всему миру: ежегод-

но регистрируется до 4 миллионов случаев заболевания и до 143 000 смертей. Только в Бангладеш, где холера является 

постоянной опасностью, риску подвержены 66 миллионов человек, ежегодно регистрируется более 100 000 случаев забо-

левания и 4500 смертей.

Vibrio cholerae эволюционирует таким образом, что делает болезнь более серьезной и труднее поддающейся контролю, 

но до сих пор ученые не могли точно определить генетические факторы, обусловливающие эти изменения.

Еще меньше знаний о геномных признаках, ответственных за тяжесть холеры, возникающих в результате этих линий. 

Примерно у 1 из 5 человек, больных холерой, будет тяжелое состояние из-за сочетания симптомов (в первую очередь диа-

рея, рвота и обезвоживание).

Британско-бангладешская исследовательская группа проанализировала бактериальные образцы от пациентов с холерой 

в шести регионах Бангладеш, собранные в период с 2015 по 2021 год. Они выявили набор уникальных генов и мутаций в 

самом последнем и доминирующем штамме Vibrio cholerae, ответственном за разрушительную вспышку 2022 года.

Определив ключевые генетические факторы, которые управляют как передачей, так и тяжестью холеры, был сделан 

значительный шаг к разработке более эффективных методов лечения и целевых вмешательств. Это может спасти тысячи 

жизней не только в Бангладеш, но и во всем мире.

Результаты исследования также показали, что некоторые из этих болезнетворных черт пересекаются с теми, которые 

помогают бактериям легче распространяться. Результаты показывают, как эти генетические факторы позволяют Vibrio 

cholerae выживать в кишечнике человека, делая его более устойчивым к стрессу окружающей среды и более эффективным 

в вызывании заболеваний. Это исследование подчеркивает сложные взаимодействия между генетическим составом бакте-

рий и их способностью вызывать тяжелые заболевания.

Maciel-Guerra A, Babaarslan K, Baker M, Rahman A, Hossain M, Sadique A, et al.

Core and accessory genomic traits of Vibrio cholerae O1 drive lineage transmission and disease severity.

Nat Commun. 2024 Sep 23;15(1):8231. DOI: 10.1038/s41467-024-52238-0
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Разработка и оценка эффективности 

отечественного селективного бульона 

Жиолитти–Кантони для накопления 

и идентификации Staphylococcus aureus 
О.В.Полосенко, М.В.Храмов, А.Ю.Сёмина

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Роль стафилококков в этиологии различных заболеваний неуклонно растет. Пищевая стафилококковая инфекция, 
вызванная Staphylococcus aureus, является одной из наиболее распространенных причин пищевых отравлений в мире.
Для мониторинга состояния продуктов питания на содержание стафилококков с целью профилактики пищевых отрав-
лений и токсикоинфекций основным является метод культурального исследования, а в числе приоритетных направле-
ний – разработка и внедрение в практику современных питательных сред для выявления и ускоренного выделения 
патогена.
Целью работы явилась разработка отечественной питательной среды «Бульон Жиолитти–Кантони» для накопления 
и идентификации S. аureus. Проведена специфическая оценка биологических свойств питательной среды на широком 
наборе тест-штаммов. Разработана среда, состав которой в совокупности с условиями культивирования определяет 
множественность выполняемых ею функций: редукция теллурита калия в металлический теллур облегчает идентифи-
кацию стафилококков уже на этапе первичного исследования; хлорид лития, теллурит калия и анаэробные условия 
способствуют угнетению роста сопутствующих бактерий. С целью получения сухой питательной основы бульона 
Жиолитти–Кантони отработана технология высушивания панкреатического гидролизата рыбной муки с твином. 
Исследование показало корректность выбора белковой основы, позволяющей получить сухую среду с улучшенными 
ростовыми и селективными свойствами.
Ключевые слова: стафилококки, Staphylococcus aureus, бульон Жиолитти–Кантони, агар Байрд-Паркера, твин, эффек-
тивность

Для цитирования: Полосенко О.В., Храмов М.В., Сёмина А.Ю. Разработка и оценка эффективности отечественного селективного бульона 
Жиолитти–Кантони для накопления и идентификации Staphylococcus aureus. Бактериология. 2024; 9(3): 46–51. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-3-
46-51

Development and evaluation of the effectiveness 
of the domestic selective Giolitti–Cantoni broth 
for the accumulation and identification 
of Staphylococcus aureus 

O.V.Polosenko, M.V.Khramov, A.Yu.Semina 

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

Russian Federation

The role of staphylococci in the etiology of various diseases is steadily growing. Staphylococcal foodborne infection caused by 
Staphylococcus aureus is one of the most common causes of food poisoning worldwide.
To control food stuffs for staphylococci to prevent food poisoning and toxic infections there is the main method of culture 
research, and among areas of priority is the development and implementation of modern nutrient media allowing the detection 
and express isolation of the pathogen.
The objective of the research was to develop a nutrient medium “Giolitti–Cantoni Broth” for the accumulation and identification 
of S. аureus. Biological properties of the nutrient medium were specifically assessed using a wide range of test strains from the 
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Разработка и оценка эффективности отечественного селективного бульона Жиолитти–Кантони 

Development and evaluation of the effectiveness of the domestic selective Giolitti–Cantoni broth

Ш
ирокое распространение заболеваний стафилокок-

ковой инфекцией связано в первую очередь с интен-

сивностью циркуляции стафилококков, значительной устой-

чивостью их во внешней среде и естественным отбором 

высоковирулентных, полирезистентных к антибактериаль-

ным препаратам штаммов. Устойчивые штаммы бактерий 

рода Staphylococcus являются одной из наиболее актуаль-

ных проблем медицины на протяжении длительного време-

ни. Это связано с тем, что стафилококки имеют ряд патоген-

ных факторов и вырабатывают множество метаболитов с 

выраженными токсическими свойствами [1]. 

Существует более 23 токсинов стафилококковых супе-

рантигенов, обладающих способностью инициировать мас-

сивную неспецифическую активацию Т-клеток, приводящую 

к выбросу провоспалительных цитокинов (например, интер-

лейкина-2, интерферона-γ и фактора некроза опухоли и др.), 

тем самым вызывая появление высокой температуры, сыпи, 

рвоты, диареи, гипотонии и других различных симптомов, 

которые часто могут приводить к развитию полиорганной 

недостаточности [2].

Staphylococcus aureus (золотистый стафилококк) явля-

ется широко распространенным микроорганизмом, способ-

ным вызывать разные по форме и тяжести инфекции. По 

сравнению с другими представителями этого рода золоти-

стый стафилококк обладает более широким набором факто-

ров вирулентности [3, 4]. Штаммы S. аureus продуцируют 

суперантигены, действие которых приводит к развитию раз-

личных интоксикаций, таких как пищевая токсикоинфекция 

и синдром токсического шока [5–7]. 

Ответственными за клиническую картину пищевой ин-

фекции являются стафилококковые энтеротоксины, пред-

ставляющие собой экзотоксины с сильным действием на 

желудочно-кишечный тракт. Абсолютное большинство слу-

чаев пищевой токсикоинфекции связано с продукцией ос-

новных энтеротоксинов: A, B, С, D и E. Энтеротоксины об-

ладают свойствами суперантигенов и способны вызывать 

неспецифическую пролиферацию T-лимфоцитов [5, 6].

Основными источниками обсеменения S. аureus пищевых 

продуктов являются люди и животные с гнойно-воспали-

тельными процессами (абсцессы, фурункулы, гнойные раны 

и др.), а также носители этих микроорганизмов. Контамини-

рованные пищевые продукты создают возможность возник-

новения различных заболеваний при употреблении их от-

дельными лицами и целыми коллективами [1, 8, 9]. 

Для профилактики пищевых отравлений и токсикоинфек-

ций, вызываемых стафилококками, необходимы исследова-

ния пищевых продуктов на соответствие требованиям 

Госстандартов [10–12].

Применение культурального метода обеспечивает воз-

можность выделения возбудителя, получения чистой культу-

ры, изучения его морфологических и физиологических осо-

бенностей. Выделение чистой культуры стафилококка на 

основных средах осуществляется с учетом его культураль-

ных особенностей галофильности (хорошее развитие в при-

сутствии избыточного содержания поваренной соли при од-

новременном угнетении прочей микрофлоры). Тем не менее 

высокая концентрация хлористого натрия все же недоста-

точна для подавления некоторых сопутствующих микроорга-

низмов [13]. В настоящее время востребованы питательные 

среды, обладающие не только более выраженными селек-

тивными свойствами, но и позволяющие идентифицировать 

стафилококки на этапе первичного посева. 

В отечественной нормативно-методической базе суще-

ствует ряд методических документов, регламентирующих 

определение стафилококков в продуктах питания. Сущест-

вует некоторое отличие методик, изложенных в отечествен-

ных и международных документах, заключающееся в пита-

тельных средах, которые регламентированы для определе-

ния соответствующего показателя. Так, предположительное 

присутствие коагулазоположительных стафилококков в бу-

льоне Жиолитти–Кантони определяют по редукции теллури-

та калия, на глюкозном или солевом бульоне – по помутне-

нию среды [12].

Подтверждение принадлежности типичных и/или атипич-

ных колоний к коагулазоположительным стафилококкам 

проводят по изучению отношения выявленных микроорга-

низмов к окраске по Граму, определению присутствия у них 

каталазы и коагулазы, наличию лецитиназы на питательных 

средах с внесенной желточной эмульсией (агар Байрд-

Паркера, маннит-солевой агар с желтком и др.) [14, 15].

Создатели основы бульона Жиолитти–Кантони рекомен-

довали использовать эту среду для выделения S. аureus при 

малой их численности в пищевых продуктах [16]. Зарубежные 

производители выпускают бульон Жиолитти–Кантони (Giolitti 

Cantoni Broth Base) для выделения S. аureus из пищевых про-

дуктов, кормов для животных. В качестве белковой основы в 

средах используются пептон из казеина и говяжий экстракт. 

Российские стандарты для накопления коагулазоположи-

тельных стафилококков также регламентируют использова-

ние бульона Жиолитти–Кантони, обладающего высокими се-

лективными свойствами для первичного выделения S. аureus, 

поэтому в настоящее время актуально его производство. 

State Collection of Pathogenic Microorganisms and Cell Cultures (SCPM-Obolensk). A medium has been developed, whose 
composition along with culture conditions determines the multiplicity of its functions. The reduction of potassium tellurite to 
metallic tellurium facilitates the identification of staphylococci as early as at the stage of initial research. Lithium chloride, 
potassium tellurite, and anaerobic conditions contribute to the inhibition of the growth of concomitant bacteria. To produce a dry 
nutritional base for Giolitti–Cantoni broth the technology of drying fish meal pancreatic hydrolysate in the presence of twin has 
been developed. The research proved the right choice of the protein base allowing the production of the dry medium with 
improved growth and selective properties.
Key words: staphylococci, Staphylococcus aureus, Giolitti–Cantoni broth, Baird-Parker agar, twin, effectiveness
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В связи с вышеизложенным целью исследования явилась 

разработка отечественного селективного бульона 

Жиолитти–Кантони для накопления и идентификации 

S. аureus и оценка его эффективности.

Материалы и методы исследования 

Питательные среды. В исследовании использовали среды 

производства ФБУН ГНЦ ПМБ: среда для селективного обо-

гащения S. аureus – бульон Жиолитти–Кантони; солевой бу-

льон для выделения стафилококков сухой (ТУ 20.59.52-293-

78095326-2018), основа агара Байрд-Паркера сухая (реги-

страционное удостоверение № РЗН 2018/7198). ГРМ-агар 

(регистрационное удостоверение № ФСР 2011/11415) ис-

пользовали в качестве среды для контроля посевной дозы 

используемых тест-штаммов. Основу бульона Жиолитти–

Кантони (Giolitti Cantoni Broth Base производства HiMedia) с 

калия теллуритом 3,5% раствор FD047 использовали в каче-

стве среды сравнения. В бульон Жиолитти–Кантони и агар 

Байрд-Паркера вносили селективную добавку – калия тел-

лурит 2% раствор (производства ФБУН ГНЦ ПМБ) из рас-

чета 2,5 мл на 1 л среды.

Эмульсию яичного желтка (для основы агара Байрд-

Паркера) готовили по общепринятой методике согласно 

ГОСТ 31746-2012 [12].

Для создания анаэробных условий использовали стериль-

ное вазелиновое масло (ООО «Тульская фармацевтическая 

фабрика»).

Посевы инкубировали 24–48 ч при температуре 37 ± 1°С.

Специфическую активность питательных сред оценивали 

в соответствии с МУК 4.2.2316–08 «Методы контроля бакте-

риологических питательных сред» [17]. Использовали рабо-

чие разведения 10-6 – для тест-штаммов S. аureus «Виотко», 

S. аureus АТСС 6538-Р, S. аureus Wood-46, S. epidermidis 

ATCC 14990. Для оценки ингибирующих свойств сред ис-

пользовали культуры тест-штаммов Escherichia coli 3912/41 

(О55:K59), E. coli АТСС 25922, Enterococcus faecalis ATCC 

19433 (NCTC 775), Bacillus cereus ATCC 10702 (NCTC 8035), 

Pseudomonas aeruginosa 27/99, Micrococcus luteus ATCC 

10240 из разведений 10-5.

Тест-штаммы микроорганизмов получены из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск».

Эффективность среды – выход микробных клеток с 1 мл 

питательной среды и прирост числа микроорганизмов отно-

сительно засеянного (показатель эффективности) – опреде-

ляли в соответствии с МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля 

бактериологических питательных сред» [17].

Результаты исследования и их обсуждение 

На первом этапе конструирования бульона Жиолитти–

Кантони в качестве источника азотистого питания были ис-

следованы разные белковые основы отечественных и зару-

бежных производителей: панкреатический гидролизат казе-

ина (ПГК), панкреатический гидролизат рыбной муки (ПГРМ), 

ферментативный пептон, мясной пептон. Использовали 

следующие комбинации белковых основ: ПГК (9,0 г/л), ПГК 

(4,5 г/л) с мясным экстрактом (4,5 г/л), ПГК с различными 

пептонами в соотношениях 1:1, ПГРМ (9,0 г/л), ПГРМ с раз-

личными пептонами в соотношениях 1:1. Концентрации 

остальных компонентов (дрожжевой экстракт – 5,0; маннит – 

20,0; натрий хлористый – 5,0; литий хлористый – 5,0; гли-

цин – 1,2; натрия пируват – 3,0) соответствовали составу, 

представленному в ГОСТ 31746. 

После посева всех тест-штаммов на поверхность каждой 

пробирки со средой осторожно наслаивали слой стерильно-

го вазелинового масла в количестве 0,5 мл. 

При биологическом контроле на предварительных соста-

вах экспериментальных вариантов бульонов Жиолитти–

Кантони рост стафилококков определяли по диффузному 

помутнению и почернению.

Характер роста стафилококков на бульонах Жиолитти–

Кантони с использованием различных питательных основ 

представлен в табл. 1. 

На всех вариантах с использованием различных белко-

вых основ полностью подавлен рост E. coli 3912/41 (О55:K59), 

E. coli АТСС 25922, P. aeruginosa 27/99, M. luteus ATCC 

10240, E. faecalis ATCC 19433 (NCTC 775), B. cereus ATCC 

10702 (NCTC 8035) и частично (придонный рост) P. vulgaris 

HX 19 222 при посеве по 0,1 мл микробной взвеси из раз-

ведения 10-5 через 24–48 ч инкубации при температуре 

37 ± 1°С. Отсутствие/наличие роста подтверждалось высе-

вом 0,1 мл культуральной жидкости на ГРМ-агар.

По ростовым свойствам тест-штаммов S. аureus «Виотко», 

S. аureus АТСС 6538-P, S. аureus Wood-46 предварительный 

положительный результат экспериментальных образцов бу-

льона Жиолитти–Кантони был получен при использовании в 

составе среды комбинации ПГРМ с мясным пептоном. 

На втором этапе разработки этой среды целесообразно 

было создание сухой основы среды, которая бы отвечала 

предъявляемым требованиям к средам данного назначения 

(хорошие ростовые свойства представителей S. аureus при 

максимальном подавлении нежелательной микрофлоры, 

предположительно присутствующей в образцах), поэтому 

дополнительно были изучены основы ПГРМ с твином 

(1,0 мл/л). 

В процессе изучения применяли полный факторный экс-

перимент (ПФЭ) для выбора оптимальной комбинации бел-

ковых основ. Каждая матрица ПФЭ включала от двух до 

трех факторов. Применением ПФЭ был доказан оптималь-

ный выбор соотношения белковых компонентов в бульоне 

Жиолитти–Кантони для получения более высокой эффек-

тивности.

Твин-80, выступающий в роли нейтрализатора фенолов, 

гексахлорофена и формалина и необходимый в среде как 

стимулятор роста стафилококков, промышленностью произ-

водится в жидкой форме в виде маслянистой, достаточно 

вязкой жидкости. Поэтому в ходе работ была изучена воз-

можность получения сухой основы: ПГРМ высушенного с 

твином – модифицированного (ПГРМ-ТВмод) с целью созда-

ния стандартной сухой питательной среды. В результате 

проведенных исследований скорректировано содержание в 

основе ПГРМ и твина в соотношении 8:1. С отработкой тех-

нологии высушивания ПГРМ с твином была решена задача 

получения сухой основы – панкреатического гидролизата 

рыбной муки с твином модифицированного сухого (ПГРМ-

ТВмод) для бульона Жиолитти–Кантони.
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По результатам экспериментов составлена пропись бу-

льона Жиолитти–Кантони в г/л: 

ПГРМ-ТВмод  9,0

Пептон мясной 3,0

Дрожжевой экстракт  5,0

Д-маннит 20,0

Натрий хлористый  5,0

Литий хлористый  5,0

Глицин 1,2

Натрия пируват  3,0

2%-й р-р теллурита калия 2,5 мл

pH = 6,8–7,2.

На следующем этапе исследований был проведен срав-

нительный анализ биологических показателей качества c 

использованием минимального набора тест-штаммов, наи-

более ярко характеризующих назначение разработанного 

бульона Жиолитти–Кантони и коммерческого аналога Giolitti 

Cantoni Broth Base (HiMedia). 

После инкубации посевов в течение 24–48 ч в бульоне 

Giolitti Cantoni Broth рост всех тест-штаммов S. aureus 

«Виотко», S. аureus АТСС 6538-P, S. аureus Wood-46, 

S. epidermidis ATCC 14990 визуально обнаруживался во всех 

засеянных пробирках. Кроме того, почернение бульона на-

блюдалось и в пробирках с посевами тест-штаммов E. coli 

АТСС 25922, E. coli 3912/41 (О55:K59) и M. luteus АТСС 

10240, что затрудняло интерпретацию результатов. 

Разработанный бульон Жиолитти–Кантони обеспечивал 

хороший рост тест-штаммов S. аureus «Виотко», S. аureus 

ATCC 6538-P, S. аureus Wood-46 уже через 24 ч инкубации 

посевов в виде почернения среды, тест-штамма S. epidermidis 

ATCC 14990 в виде незначительного черного преципитата на 

дне пробирки – через 48 ч. 

Бульоны Жиолитти–Кантони и Giolitti Cantoni Broth пода-

вляли рост тест-штаммов E. coli АТСС 25922, E. coli 3912/41 

(О55:K59) и M. luteus АТСС 10240 при посеве по 0,1 мл ми-

кробной взвеси из разведения 10-5 через 48 ч инкубации 

при температуре 37 ± 1°С, что было подтверждено последу-

ющим высевом по 0,1 мл культуральной жидкости на ГРМ-

агар.

Высокая степень ингибиции сопутствующих микроорга-

низмов в бульоне Жиолитти–Кантони обусловлена наличи-

ем хлорида лития и теллурита калия, а наличие в среде 

маннита и глицина компенсирует действие ингибиторов на 

стафилококки. За счет внесения стерильного вазелинового 

масла в среду создается анаэробиоз, в следствие чего тор-

мозится рост Micrococcus spp.

Результаты биологического контроля бульонов Жиолитти–

Кантони с добавлением теллурита калия считали отрица-

тельным для золотистого стафилококка, если не наблюда-

лось почернения среды. Почернение бульона по всему объ-

ему среды указывало на присутствие S. аureus. Для под-

тверждения присутствия патогенных стафилококков из по-

Таблица 1. Рост тест-штаммов S. аureus «Виотко», S. аureus АТСС 6538-P, S. аureus Wood-46, S. epidermidis ATCC 14990 на бульонах 

Жиолитти–Кантони с использованием различных питательных основ

Table 1. Growth of test strains S. аureus «Viotko», S. аureus ATCC 6538-P, S. аureus Wood-46, S. epidermidis ATCC 14990 in Giolitti–
Cantoni broths using different nutrient bases

Основа питательной среды / 
Basis of the nutrient medium

S. аureus «Виотко» S. аureus АТСС 6538-P S. аureus Wood-46 S. epidermidis ATCC 14990

Разведение 10-6 / Dilution10-6

ПГК / 
Pancreatic Casein Hydrolysate 
(PCH)

Слабый рост незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Рост отсутствует / 
No growth

ПГК с мясным экстрактом 
(1:1) / 
PCH with meat Extract

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Рост отсутствует / 
No growth

ПГК с мясным пептоном 
(1:1) / 
PCH with meat peptone (1:1) 

Рост отсутствует / 
No growth

Рост отсутствует / 
No growth

Рост отсутствует / 
No growth

Рост отсутствует / 
No growth

ПГРМ / 
Pancreatic Hydrolysate of fish 
meal (PCFM)

Слабый рост, слабое 
почернение осадка / 
Poor growth blackening of 
sediment

Слабый рост, слабое 
почернение осадка / 
Poor growth blackening of 
sediment

Слабый рост, слабое 
почернение осадка / 
Poor growth blackening of 
sediment

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

ПГРМ с мясным пептоном 
(1:1) / 
PCFM with meat peptone (1:1)

Диффузный рост, помутнение 
среды, черный осадок / 
Diffuse growth, turbidity, black 
precipitate

Диффузный рост, помутнение 
среды, черный осадок / 
Diffuse growth, turbidity, black 
precipitate

Диффузный рост, помутнение 
среды, черный осадок / 
Diffuse growth, turbidity, black 
precipitate

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Мясной пептон / 
Meat peptone

Диффузный рост, 
помутнение, черный осадок / 
Diffuse growth, turbidity, black 
precipitate

Диффузный рост, 
помутнение, черный осадок / 
Diffuse growth, turbidity, black 
precipitate

Диффузный рост, 
помутнение, черный осадок / 
Diffuse growth, turbidity, black 
precipitate

Слабый рост, незначительное 
почернение осадка / 
Poor growth slight blackening of 
sediment

Ферментативный пептон / 
Enzymatic peptone 

Рост отсутствует / 
No growth

Рост отсутствует / 
No growth

Рост отсутствует / 
No growth

Рост отсутствует / 
No growth

Контроль посевной дозы / 
Seed dose control

Количество колоний (среднее значение) / Number of colonies (average)

ГРМ-агар / 
Hydrolyzed fishmeal agar

71, типичная морфология / 
71 typical morphology

64, типичная морфология / 
64 typical morphology

67, типичная морфология / 
67 typical morphology

73, типичная морфология / 
73 typical morphology
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черневших пробирок суспензию наносили штрихами на 

среду для выделения стафилококков – агар Байрд-Паркера; 

посевы инкубировали при 37°C в течение 24–48 ч. Результат 

считали положительным при наличии черных колоний, окру-

женных прозрачной зоной протеолиза.

При выявлении коагулазоположительных стафилококков 

в пищевых продуктах в качестве накопительных питатель-

ных сред действующие нормативные документы регламен-

тируют использование глюкозного бульона, солевого бульо-

на или бульона Жиолитти–Кантони. В ходе выполнения 

работ при разработке бульона Жиолитти–Кантони в сравне-

нии с средой Giolitti Cantoni Broth (HiMedia) и солевым бульо-

ном были определены коэффициенты эффективности в со-

ответствии с МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бактерио-

логических питательных сред».

Для получения данных по определению показателя эф-

фективности бульона из засеянных пробирок каждого тест-

штамма, содержащих 100 м.кл./мл (нулевой посев), произ-

водили высев по 0,1 мл микробной взвеси на чашки Петри с 

ГРМ-агаром. После инкубации засеянных бульонов через 

6 ч также высевали на ГРМ-агар (по 0,1 мл на чашку). Через 

18–20 ч инкубации посевов на ГРМ-агаре при температуре 

37 ± 1°С производили подсчет сформировавшихся колоний. 

Показатель эффективности рассчитывали по отношению 

числа колоний после инкубации культуры в накопительной 

среде к числу колоний при нулевом посеве.

Сравнительная характеристика показателей эффектив-

ности различных бульонов для накопления стафилококков 

представлена на рисунке и в табл. 2. 

Результаты коэффициентов эффективности накопления 

стафилококков в разработанном бульоне Жиолитти–

Кантони превосходили коммерческую в 1,2–1,9 раза, но 

уступали солевому бульону. 

Бульоны Жиолитти–Кантони в данном исследовании 

имели преимущество, так как обеспечивали рост тест-

штаммов S. аureus «Виотко», S. аureus АТСС 6538-P и 

S. аureus Wood-46 с почернением среды. Изменение цвета 

бульона Жиолитти–Кантони в предварительном фенотипи-

ческом тесте позволяет выделять и дифференцировать па-

тогенные стафилококки.

Выводы

Таким образом, разработанный отечественный селектив-

ный бульон Жиолитти–Кантони с использованием модифи-

цированной основы ПГРМ высушенной с твином, обладаю-

щий высокой чувствительностью в отношении коагулазопо-

ложительных стафилококков, позволит ускорить идентифи-

кацию стафилококков уже на этапе первичного посева.
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Рисунок. Сравнительная характеристика показателей эффек-

тивности селективных бульонов для накопления стафилокок-

ков. 

Figure. Comparative characteristics of the effectiveness of selective 
broths for the accumulation of staphylococci.
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Таблица 2. Сравнительная характеристика показателей эффективности селективных бульонов для накопления стафилококков

Table 2. Comparative characteristics of the effectiveness indicators of selective broths for the accumulation of staphylococci

Наименование тест-
штаммов / 
Name of test strains

Время 
культивирования, ч / 

Cultivation time, h

Giolitti Cantoni Broth 
Base (Hi Media)

1-й вариант
1 option

Бульон 
Жиолитти–Кантони
Broth Giolitti–Cantoni

2-й вариант
2 option

Солевой 
бульон /
Salt broth

3-й вариант
3 option

Коэффициент эффективности / 
Efficiency factor

1-й
вариант / 
1 option

2-й
вариант /
2 option

3-й 
вариант
3 option

S. аureus «Виотко» 0 5 3 4 16 19 30

6 80 58 120

S. аureus АТСС 6538-P 0 12 7 13 15 29 38

6 180 200 494

S. аureus Wood-46 0 2 1 2 8 9 20

6 16 9 40

Средний разброс значений коэффициента эффективности составляет 10% (в пределах погрешностей опыта). / The average spread of the efficiency coefficient values 
is 10% (within the experimental error).
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В статье рассматриваются вопросы оценки эффективности некоторых инженерных систем биологической безопас-
ности (ограждающих строительных конструкций, общеобменной вентиляции и боксов микробиологической безопас-
ности) в лабораториях 1–4-го уровня биологической безопасности. Определены этапы проведения оценки эксплуата-
ционных характеристик инженерных систем. Обращается внимание на необходимость применения определенного 
набора тестов, которые используются при проведении оценки в комплексе или частично в зависимости от уровня 
защиты, а также на уровень подготовленности инженерно-технического персонала при проведении этих работ. 
Ключевые слова: инженерные системы биологической безопасности, уровни, ограждающие строительные конструк-
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Оценка эффективности инженерных систем биобезопасности

Evaluation of the effectiveness of engineering biosafety systems protection

С
овременная микробиологическая, бактериологическая 

или вирусологическая (научно-исследовательская, 

диагностическая, биотехнологическая) лаборатория являет-

ся сложным инженерно-техническим комплексом, который 

насыщен различным оборудованием, инженерными систе-

мами жизнеобеспечения и инженерными системами, обес-

печивающими биологическую безопасность (ББ) при прове-

дении работ с микроорганизмами I–IV групп патогенности 

(опасности) [1–6]. Для полноценного использования обору-

дования и обеспечения требований ББ при проведении 

работ с патогенными биологическими агентами (ПБА) бакте-

риальной и/или вирусной природы в ней должны быть созда-

ны следующие условия: 

• качественная изоляция внутреннего контура и гермети-

зация внешнего контура «заразных» помещений лаборато-

рии;

• организованная система вытяжной вентиляции для 

обеззараживания воздуха от аэрозолей патогенных микро-

организмов;

• применение защитного оборудования (боксов, вытяж-

ных шкафов и т.п.) для локализации и защиты персонала в 

рабочей зоне; 

• использование средств индивидуальной защиты тела и 

органов дыхания; 

• безопасное использование стандартного и нестандарт-

ного лабораторного оборудования. 

Для выполнения вышеперечисленных условий необходи-

мо обеспечить внутреннюю и внешнюю ББ средствами ин-

женерной линии защиты [2, 6, 7] по следующим направлени-

ям:

• ограждающие строительные конструкции (ОСК); 

• средства, обеспечивающие нераспространение и сдер-

живание биологических аэрозолей (вентиляция, боксы ми-

кробиологической безопасности (БМБ)), чтобы изолировать, 

локализовать, удержать ПБА;

• средства, обеспечивающие нераспространение жидких 

и твердых отходов (передаточные устройства).

Кроме функционирования биологической линии защиты, 

в лаборатории необходимо грамотно эксплуатировать систе-

мы жизнеобеспечения, которые обеспечивают холодное и 

горячее водоснабжение, водоотведение, электроснабжение, 

пар, сжатый воздух и оборотную воду [2]. Наряду с система-

ми жизнеобеспечения комплекс инженерных систем ББ 

должен обеспечивать безопасную работу сотрудников лабо-

ратории в «заразных» помещениях лаборатории, что, в свою 

очередь, возможно только в результате безотказной работы 

инженерных систем и технологического оборудования спе-

циального назначения, обеспечивающих высокий уровень 

ББ, и грамотного исполнения своих обязанностей специали-

стами инженерно-технического профиля [2, 7–9]. 

В соответствии с нормативной документацией все микро-

биологические лаборатории (медицинские, ветеринарные, 

биологические) делятся на четыре уровня по степени насы-

щенности инженерными системами ББ [10–12]:

• уровень биологической безопасности (УББ) 1 – лабора-

тории базовые (по международной классификации – учеб-

ные): выполнение всех видов работ с ПБА IV группы;

• уровень биологической безопасности (УББ) 2 – лабора-

тории базовые: выполнение всех видов работ с ПБА III–IV 

группы, а также проведение работ с ПБА II группы без на-

копления (культивирование или концентрирование) жизне-

способного ПБА; 

• уровень биологической безопасности (УББ) 3 – лабора-

тории изолированные: выполнение всех видов работ с ПБА I 

(возбудитель чумы) и ПБА II группы, а также проведение 

работ с вирусами I группы патогенности, без накопления 

(культивирование или концентрирование) жизнеспособного 

ПБА; 

• уровень биологической безопасности (УББ) 4 – лабора-

тории максимально изолированные: выполнение всех видов 

работ с вирусами I группы патогенности; микроорганизма-

ми, ассоциированных с клиническими проявлениями, ха-

рактерными для ПБА I–II групп, таксономическое положе-

ние которых не определено, а степень опасности не изуче-

на; экспериментальные исследования штаммов ПБА с 

множественной устойчивостью к антибиотикам и химиопре-

паратам, а также аэробиологические исследования с ПБА 

I–II групп. 

Для уменьшения риска выхода ПБА за пределы контура 

изоляции (герметизации) лаборатории необходимо посто-

янно контролировать эффективность работы защитных си-

стем и средств, входящих в барьерные системы (ОСК, 

вентиляция, БМБ и т.п.). Для этого в лабораториях различ-

ных уровней защиты необходимо создать те условия, кото-

рые могут обеспечить функционирование комплекса за-

щитных мер [6, 9]: 

• постоянный контроль эффективности работы инженер-

ных систем;

• применение правил безопасной работы, основанных на 

соблюдении положений и требований нормативно-методи-

ческих документов;

• наличие обученного и подготовленного персонала лабо-

ратории и инженерно-технической службы обеспечения 

работ; 

• постоянное поддержание высоких требований к состоя-

нию здоровья персонала и контроль за ним, а также прове-

дение специфической профилактики (при необходимости); 

• наличие средств инженерно-технического оснащения 

для сдерживания ПБА в соответствии с поставленными за-

дачами.

Как показывает практика, все инженерные системы, 

предусмотренные нормативной документацией для лабора-

торий, необходимы и целесообразны, так как они создают 

комплекс, обеспечивающий безопасность персонала и окру-

жающей среды при проведении работ с ПБА I–IV групп [9]. 

Однако нужно выделить несколько обязательных систем, 

без которых современная лаборатория работать не может. 

Это системы, обеспечивающие контур изоляции (герметиза-

ции): 

• ОСК; 

• механическая приточно-вытяжная общеобменная венти-

ляция с высокоэффективными фильтрами очистки воздуха 

класса Н13 на притоке и Н14 на удалении; 

• БМБ II–III классов.

Испытания вентиляционных систем, проведенные в раз-

личных учреждениях биологической направленности (вете-

ринарные, пищевые и т.п.), показали, что 95% эксплуатиру-

емого вентиляционного оборудования на момент проведе-
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ния испытаний не соответствовало критериям безопасности 

положений, изложенным в СанПиН 3.3686-21 [12]. Был вы-

явлен ряд нарушений, которые были наиболее характерны и 

на которые обратили внимание сотрудники, проводившие 

испытания: качество монтажа при установке фильтр-

элементов, качество изготовления модулей вентиляционных 

камер и совокупный фактор.

Цель работы. Определить порядок проведения испыта-

ний по оценке работоспособности и защитной эффективно-

сти инженерных систем ББ и представить наиболее показа-

тельные тесты, проводимые для их сертификации в микро-

биологических лабораториях различных уровней защиты.

Материалы и методы

Основным методом исследований являлся как эпидемио-

логический анализ эксплуатационных характеристик инже-

нерных систем ББ, так и оценка защитной эффективности 

систем и элементов, выявленных в периоды их проверки в 

лабораториях различных уровней защиты. Также объектами 

исследования являлись нормативно-методические материа-

лы, санитарно-эпидемиологические правила, внутренние 

инструкции и стандартные операционные процедуры по ра-

боте с ПБА I–IV групп, паспорта на системы и элементы ин-

женерных систем, протоколы проведенных испытаний и 

анализ полученных результатов.

Результаты исследования и их обсуждение

Для каждого уровня ББ определен комплекс оценочных 

мероприятий и процедур, позволяющий всесторонне оце-

нить работоспособность и защитную эффективность инже-

нерных систем и механизмов, которые в них входят, и сде-

лать соответствующее положительное или отрицательное 

заключение. Соответственно, всю процедуру испытаний 

(сертификации) инженерных систем ББ (ОСК, вентиляции и 

БМБ) можно разделить на три этапа:

1) подготовительный;

2) рабочий;

3) заключительный.

Выполнение процедуры подготовительного этапа при 

проведении контрольных мероприятий и сертификации на 

инженерных системах ББ почти полностью ложится на плечи 

персонала лаборатории, так как необходимо провести пол-

ную дезинфекционную обработку помещения лабораторных 

блоков и лаборатории в целом, не исключая вспомогатель-

ные помещения, такие как коридор, учитывая наличия 

«мертвых» вентиляционных зон, и подготовить оборудова-

ние к испытаниям. Дезинфекцию выполняют проинструкти-

рованные сотрудники, используя штатный рабочий раствор 

дезинфектанта. В качестве средств защиты используют за-

щитную одежду и средства индивидуальной защиты органов 

дыхания и глаз. После окончания дезинфекции составляется 

акт, который является основанием для допуска в помещение 

лаборатории специалистов инженерного профиля после со-

ответствующей временной экспозиции. Их допускают в ла-

бораторию в сопровождении ответственного сотрудника ла-

боратории. Первое, что должен сделать инженер, – это оце-

нить вентиляционный режим лаборатории. Этот режим дол-

жен соответствовать штатному режиму работы вентиляции, 

предусмотренному для того или иного уровня безопасности 

и вида лаборатории (диагностическая или эксперименталь-

ная), и создавать разрежение от 50 до 100–150 Па. 

Специалисты инженерной службы проводят визуальный ос-

мотр помещений для определения мест и оценки доступа к 

местам контроля оборудования: воздуховодам, вентиляци-

онным камерам, боксам. Специалисты предъявляют сотруд-

никам лаборатории сертификаты и поверочные акты на 

оборудование и приборы, которыми будут пользоваться при 

проведении контрольных мероприятий и испытаний на 

предъявляемых инженерных системах ББ.

Рабочий этап проведения работ выполняют специалисты 

инженерно-технического отдела организации, если лабора-

тория соответствует уровню для работы с микроорганизма-

ми, относящимися к IV группе патогенности (УББ 1). В слу-

чае, если в лаборатории работают с микроорганизмами I–

IV групп патогенности, оценку проводят представители орга-

низации или фирмы, с которыми заключен контракт/договор 

о проведении контрольных мероприятий и испытании предъ-

являемых инженерных системах ББ. 

Необходимо помнить о том, что к проведению второго 

этапа работ желательно допускать инженерно-технический 

персонал, имеющий представление о биологической состав-

ляющей лаборатории, о том, с какими микроорганизмами 

работают в боксах «заразной» зоны, их свойствах и особен-

ностях. Они должны иметь хотя бы минимальные представ-

ления и базовые знания, подтвержденные соответствующи-

ми курсами. Желательно, чтобы специалисты, проверяющие 

лаборатории уровня 2–4, имели соответствующие специфи-

ческие профилактические прививки и документ, подтверж-

дающий обучение на курсах повышения квалификации, а 

также были допущены к работам с ПБА на основании при-

каза руководителя своей организации, копия которого 

предъявляется сотрудникам лаборатории. Последнее поло-

жение выполнить достаточно трудно, так как подобных спе-

циалистов очень мало, а привитых нет вообще. В соответ-

ствии с положениями требований ББ всех специалистов ин-

женерно-технического профиля допускают в «заразные» 

помещения лаборатории только после инструктажа и вход-

ного медицинского осмотра с измерением температуры 

тела, в сопровождении выделенных для этого сотрудников. 

Все данные заносят в специальный журнал [12].

Выполнение рабочего этапа начинают со знакомства с 

имеющейся инженерно-технической документацией на си-

стемы и оборудование, которое подлежит испытаниям: раз-

делами проекта по общеобменной вентиляции, паспортами 

на инженерные системы приточной и вытяжной вентиляции, 

актами ранее проведенных испытаний, паспортами на БМБ, 

паспортами на высокоэффективные фильтры очистки воз-

духа, актами проведенной дезинфекции и результатами ее 

эффективности. После ознакомления с представленными 

документами и их анализом приступают непосредственно к 

проведению работ в помещениях «заразной» зоны, выпол-

няя процедуры по проверке и испытанию представляемого 

оборудования.

Говоря о системе приточно-вытяжной вентиляции, нельзя 

не упомянуть о месте расположения элементов этой систе-

мы, т.е. о пространстве, которое ограничено стенами, полом 
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и потолком, т.е. о герметичных изолирующих ОСК. Они соз-

даются в лаборатории для изоляции ПБА и недопущения их 

проникновения через ОСК из рабочих помещений «зараз-

ной» зоны в смежные помещения «заразной» и «чистой» 

зон и/или во внешнюю окружающую среду. К сожалению, 

достичь 100%-й герметизации крайне сложно. Это зависит 

от материалов, из которых сделаны стены помещений, каче-

ства отделки, нанесения герметика, покраски и т.п. [1]. 

Поэтому корректнее говорить об изоляции рабочих помеще-

ний. Ограждающие строительные конструкции группы по-

мещений «заразной» зоны составляют наружный, или пер-

вичный, контур изоляции (герметизации). Внутренний, или 

вторичный, контур изоляции (герметизации) составляют 

строительные ограждения отдельных смежных помещений 

(блоков) внутри «заразной» зоны лаборатории. Контур изо-

ляции (герметизации) должен проверяться не реже одного 

раза в год специалистами инженерно-технического профи-

ля. В случае обнаружения мест нарушения качества контура 

они герметизируются и контур проверяют повторно.

БМБ являются первым барьером, защищающим сотруд-

ников лаборатории, работающих с ПБА, от их опасного воз-

действия, и поэтому отношение к этому техническому эле-

менту безопасности в лаборатории должно быть основа-

тельным и взыскательным. БМБ проверяют или сертифици-

руют не реже одного раза в год, а также во время установки 

БМБ до ввода в эксплуатацию. Бокс сертифицируют после 

его переноса/перестановки в другое место, так как при пере-

носе фильтры НЕРА могут повредиться или сместиться с 

посадочных мест, а также после профилактического ремон-

та и/или замены отдельных внутренних деталей (электрон-

ные плата, электродвигатель, НЕРА-фильтр). 

Сертификацию бокса начинают с оценки места его уста-

новки. Бокс должен быть размещен так, чтобы не было до-

полнительного возмущения воздушных масс в помещении 

лаборатории при перемещении персонала, чтобы тем самым 

не нарушалась тонкая воздушная завеса рабочей камеры 

бокса и не возникали турбулентные потоки воздуха, мешаю-

щие выполнению работ с ПБА. После оценки местоположе-

ния бокса приступают к измерениям скоростей входящего и 

нисходящего воздушных потоков в его рабочей камере. Эти 

процедуры выполняют при помощи приборов (лепестковый 

анемометр и термоанемометр), которые должны быть пове-

рены и срок их поверки был достаточен для проведения ис-

пытаний.

Распределение входящего динамичного воздушного по-

тока в рабочую камеру проводят при помощи визуального 

дымового теста. Дым – это видимый аэрозоль, который яв-

ляется единственным средством для визуализации воздуш-

ного потока и позволяет в полной мере определить его рас-

пространение в рабочей камере бокса. Источником дыма 

могут служить специальные устройства или подручные 

средства (дымовые индикаторы). Основное требование – 

видимый аэрозоль дыма должен быть стабильным и устой-

чивым, что позволяет видеть распределение воздушного 

потока в рабочей камере бокса и оценить его распростране-

ние. 

Следующим шагом при проведении сертификации явля-

ются проведение проверки целостности НЕРА-фильтра и 

оценка его эффективности. Для выполнения этих процедур 

используют счетчик аэрозольных частиц в комплексе с гене-

ратором аэрозоля ФАН и измерителем комбинированным 

Testo-435-1 или их аналоги. НЕРА-фильтр сканируют датчи-

ком, подсоединенным к счетчику аэрозольных частиц, оце-

нивая всю поверхность фильтра. В качестве аэрозоля, кото-

рый запускают «ДО» фильтра, используют масляный аэро-

золь (турбинное масло, диактилфталат и т.п.), который воз-

гоняют до определенного стандартного значения размеров 

частиц. Полученные результаты оценивают в соответствии с 

методикой измерений [1]. 

Герметичность БМБ определяют методом наддува возду-

ха в рабочую камеру и внутренние полости бокса (пленум). 

Предварительно все места соединений (крышку рабочей 

камеры, контакт защитного стекла с корпусом, отверстия в 

верхней части бокса и т.п.) заклеивают широкой малярной 

лентой типа «скотч» или иным фиксирующим и герметизи-

рующим материалом. Убедившись в полной герметизации, 

при помощи воздуходувки в бокс нагнетают воздух с избы-

точным давлением в 30% от объема рабочей камеры. 

Падение давления контролируют по U-образному маноме-

тру: не более чем на 10% в течение 30 минут. В случае паде-

ния давления на большую величину становится ясным, что 

бокс негерметичен. Если падения давления нет, это свиде-

тельствует об отсутствии утечек и герметичности бокса, при 

отсутствии отрицательных результатов других тестов бокс 

может быть принят к дальнейшей эксплуатации. Кроме обя-

зательных тестов сертификации, используют дополнитель-

ные тесты на вибрацию столешницы, шум, производимый 

электродвигателем, и освещенность рабочего поля столеш-

ницы. 

Третий этап проведения испытаний – это обработка полу-

ченных результатов и оформление необходимых документов 

(акты, протоколы). Если весь комплекс проведенных тестов 

не выявил отрицательных значений, составляется протокол с 

подписями всех компетентных специалистов, в т.ч. и со сто-

роны лаборатории, который передается руководству лабора-

тории, а на лицевую часть бокса помещают табличку – серти-

фикат о том, что бокс соответствует требованиям для работ с 

микроорганизмами, с которыми работают в данной лаборато-

рии в зависимости от уровня безопасности. Кроме того, 

после завершения испытаний необходимо провести соответ-

ствующую уборку рабочего помещения, проветрить его и 

сдать сотрудникам лаборатории в соответствующем виде.

Заключение

Полученный опыт проведения мероприятий по оценке со-

стояния и защитной эффективности инженерных систем ББ 

на объектах и в лабораториях различных уровней защиты 

позволяют сделать некоторые выводы и высказать некото-

рые предложения. Так, деятельность инженерно-техническо-

го персонала (эксплуатационная, контрольная, ремонтная), 

направленная на снижение биологических рисков, должна 

быть высокопрофессиональной, с применением высокоэф-

фективных инженерно-технических средств в решении про-

блем защиты среды обитания человека от выхода ПБА [6, 9]. 

На наш взгляд, для управления биологическими рисками, 

вероятно, следует уделить внимание следующим положени-

ям ББ: 
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• сертификационные испытания инженерных систем ББ 

должны проводиться в соответствии с установленным по-

рядком проведения работ с учетом всех факторов, требова-

ний ББ и нормативной документации;

• подготовку и установку элементов систем вентиляции 

(фильтров) в вентиляционные камеры и БМБ следует дове-

рять только высокопрофессиональным специалистам, под-

готовленным для этой работы;

• готовя техническое задание для проведения работ по 

замене и сертификации высокоэффективных фильтров 

очистки воздуха для инженерных систем ББ, необходимо 

указывать уровень подготовки инженерно-технических ра-

ботников и опыт в проведении подобных мероприятий.
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В каждом медицинском учреждении циркулируют те или иные микроорганизмы, которые представляют собой угрозу 
развития у пациентов инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи. Уровень колонизации ими больничных 
объектов при оценке бактериологическими методами составляет 5–36%. Дополнительную информацию можно полу-
чить с помощью поиска микроорганизмов из группы ESCAPE. 
Целью работы было проведение анализа этиологической структуры возбудителей нозокомиальных инфекций в рам-
ках внедрения системы микробиологического мониторинга в поиске микроорганизмов из группы ESCAPE в реанима-
ционных отделениях крупных медицинских организаций г. Перми. 
Результаты. Бактериологическим методом исследовано 1400 проб смывов с объектов внутрибольничной среды, из 
которых количество выделенных микроорганизмов составило 72 (5,1%), микроорганизмов из группы ESCAPE-
патогенов – 50 (3,6%). Результаты исследования показали рост грамположительной флоры, в особенности 
Enterococcus spp. и Staphylococcus aureus, которые считаются госпитальными патогенами. S. аureus занимает лидиру-
ющую позицию в качестве этиологического агента (16,7%). Второе ранговое место – Enterococcus faecalis (15,3%), 
удельный вес Enterococcus faecium также был достаточно высок – 11,1%, на третьем месте – Pseudomonas aeruginosa 
(12,5%). Доля представителей Acinetobacter baumannii и Klebsiella pneumoniae составляла по 6,9%. 
Заключение. Внедрение системы локального микробиологического мониторинга госпитальных штаммов позволяет 
своевременно и адекватно анализировать тенденции циркуляции микроорганизмов группы ESCAPE.
Ключевые слова: бактериологическое исследование смывов, инфекции, связанные с оказанием медицинской помо-
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Every health organization has some microorganisms that threaten patients with health-related infections. Their rate of 
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by searching for specific microorganisms, namely the ESCAPE microorganisms. 
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А
ктуальность инфекций, связанных с оказанием меди-

цинской помощи (ИСМП), определяется их широким 

распространением, негативными последствиями для здоро-

вья и жизни пациентов и медицинского персонала, экономи-

ки системы здравоохранения. Резистентные штаммы микро-

организмов и обусловленные ими инфекции являются одной 

из важнейших проблем мирового здравоохранения на 

современном этапе [1, 2]. Микробиологический мониторинг 

как система оценки циркуляции возбудителей ИСМП и выяв-

ления изменений в их структуре имеет решающее значение 

в вопросах расшифровки эпидемиологических связей при 

расследовании случаев внутрибольничного заражения, раз-

работки профилактических и противоэпидемических меро-

приятий [3, 4]. В этой связи самого пристального внимания 

заслуживает группа бактерий ESCAPE [5, 6]. Первоначально 

аббревиатура ESKAPE, введенная CDC (Центры по контро-

лю и профилактике заболеваний США) [7], обозначала груп-

пу, включающую Enterococcus faecium, Staphylococcus 

aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, 

Pseudomonas aeruginosa и Enterobacter spp. Escherichia coli 

зачастую тоже учитывали в исследованиях возбудителей 

ESKAPE (тогда называемых ESKAPE-E) [8, 9]. Позднее 

L.R.Peterson (2009) предложил заменить термин ESKAPE на 

ESCAPE (E. faecium, S. aureus, Clostridium difficile, A. bau-

mannii, P. aeruginosa и энтеробактерии) [10]. Включение 

C. difficile в качестве новой буквы «C» признавало эту 

инфекцию одним из проблемных заболеваний, и это включе-

ние оправдано, поскольку она является одной из наиболее 

распространенных внутрибольничных инфекций. Что каса-

ется включения Enterobacteriaceae в патогены ESCAPE в 

качестве новой конечной буквы «Е», то эта новая термино-

логия охватывает не только виды K. pneumoniae (бывшая 

«К») и виды Enterobacter spp. (бывшая последняя «Е»), но и 

другие критически важные патогены, которые могут прояв-

лять повышение уровня устойчивости к антибиотикам (вклю-

чая β-лактамазы расширенного спектра и карбапенемазы), 

устойчивость к аминогликозидам и снижение уровня чув-

ствительности к фторхинолонам (а именно: виды E. coli и 

Proteus spp.) [5, 11]. В Российской Федерации, согласно 

требованиям п. 3397 СанПиН 3.3686-21 «Санитарно-

эпидемиологические требования по профилактике инфекци-

онных болезней», наиболее частыми этиологическими аген-

тами ИСМП являются условно-патогенные микроорганизмы 

из группы ESCAPE: Enterococcus spp., S. aureus, Acinetobacter 

spp., P. aeruginosa, C. difficile, представители семейства 

Enterobacteriaceae (E. coli, K. pneumoniae, Enterobacter spp., 

Proteus spp.).

Термин ESCAPE (англ. «ускользать, избегать») подчерки-

вает тот факт, что микроорганизмы из этой группы эффек-

тивно «ускользают» от воздействия антибактериальных 

препаратов и во всем мире представляют особую проблему 

с точки зрения роста уровня антибиотикорезистентности [8, 

12, 13]. Проблемные инфекции, вызванные патогенами из 

группы ESCAPE, в большей части случаев являются преро-

гативой отделений реанимации и интенсивной терапии и 

характеризуются высокой устойчивостью к большинству 

применяемых антимикробных препаратов. 

Цель исследования – анализ этиологической структуры 

возбудителей нозокомиальных инфекций в рамках внедре-

ния системы микробиологического мониторинга в поиске 

микроорганизмов группы ESCAPE в реанимационных отде-

лениях крупных медицинских организаций г. Перми.

Материалы и методы

Исследования проводились на базе бактериологической 

лаборатории ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в 

Пермском крае» в соответствии с МУК 4.2.2942-11 «Методы 

санитарно-бактериологических исследований объектов 

окружающей среды, воздуха и контроля стерильности в ле-

чебных организациях». Изучено 1400 проб из реанимацион-

ных отделений многопрофильных больниц г. Перми. 

Наибольшее количество проб было отобрано в Пермском 

краевом онкологическом диспансере, Городской клиниче-

ской больнице им. М.А.Тверье, Пермской краевой клиниче-

ской больнице.

Отбор проб с поверхностей различных объектов осущест-

влялся методом смывов, выполненных посредством сте-

рильных ватных тампонов, вмонтированных в пробирки. Для 

увлажнения тампонов использовали 0,1%-ю стерильную 

пептонную воду с добавлением нейтрализаторов дезинфи-

цирующих средств. Пробы отбирались с наиболее значимых 

в эпидемиологическом плане объектов: рук и спецодежды 

медицинского персонала, кнопок перфузора, ручек дозато-

The aim of the work was to analyze the etiological structure of pathogens of nosocomial infections as part of the implementation 
of the microbiological monitoring system in the search for microorganisms from the ESCAPE group in the intensive care units 
of major medical organizations in Perm. 
Results. Bacteriological method investigated 1400 samples of flushing from objects of the hospital environment, of which the 
number of non-standard samples (detection of microorganisms) was 5.1%, for microorganisms from group ESCAPE 
pathogens – 3.6%. The study showed an increase in gram-positive flora, especially Enterococcus spp. and Staphylococcus 
aureus, which are considered hospital pathogens. S. aureus is the leading etiological agent (16.7%). In the second place – 
Enterococcus faecalis (15.3%), the weight of Enterococcus faecium was also quite high – 11.1%, in third place – Pseudomonas 
aeruginosa (12.5%). The share of representatives of microorganisms Acinetobacter baumannii and Klebsiella pneumoniae was 
6.9%. 
Conclusion. The introduction of local microbiological monitoring of hospital strains allows timely and adequate analysis of 
circulation trends of ESCAPE microorganisms. 
Key words: bacteriological research of fluids, infections associated with the provision of medical care, microbiological 
monitoring, ESCAPE-pathogens
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ров, мониторов аппаратов ИВЛ, манипуляционных столиков, 

дверных ручек, спинок кроватей пациентов, штативов для 

внутривенных инфузий, консолей, панелей раковин, локте-

вых смесителей.

В соответствии с МУК 4.2.2942-11 для обнаружения ста-

филококков 0,2–0,3 мл смывной жидкости высевали в про-

бирки с 5,0 мл среды №8 (бульон для накопления стафило-

кокков и синегнойной палочки). Засеянные пробирки инку-

бировали при 37°С в течение 24 ± 2 ч, после чего произво-

дили посевы на желточно-солевые среды. Для обнаружения 

синегнойной палочки дополнительно использовали среду 

№9 (по наличию пигмента пиоцианина), бактерий группы 

кишечных палочек – 0,2–0,3 мл смывной жидкости вносили 

в пробирки с 5,0 мл среды Кесслера. Засеянные пробирки 

инкубировали при 37°С в течение 24 ± 2 ч с последующим 

пересевом на среду Эндо. Для обнаружения прочих условно-

патогенных микроорганизмов высевали 1 мл смывной жид-

кости в пробирки с 5,0 мл 0,5%-го сахарного бульона, инку-

бировали при 37°С в течение 24 ± 2 ч, перенося микробные 

взвеси на 5%-й кровяной агар. С чашечных сред отбирали 

«подозрительные» колонии, с последующей идентификаци-

ей изолированных культур как с использованием классиче-

ских бактериологических методов (изучение морфологиче-

ских, культуральных, биохимических, антигенных свойств), 

так и при помощи системы Multiskan Ascent (Thermo 

Labsystems, Финляндия), позволяющей проводить иденти-

фикацию более 360 видов микроорганизмов с использова-

нием коммерческих тест-систем «Микро-ЛА-Тест» (Lachema, 

Чешская республика).

Результаты исследования и их обсуждение

Анализируемые данные получены в рамках микробиоло-

гического мониторинга и эпидемиологических исследований 

в реанимационных отделений в ряде медицинских организа-

ций г. Перми за период с ноября 2022 г. по ноябрь 2023 г. 

Бактериологическим методом выделены и идентифицирова-

ны 72 (5,1%) бактериальные культуры, из которых 50 (3,6%) 

относились к группе ESCAPE-патогенов. 

Наиболее частыми местами локализации возбудителей 

оказались: раковины (моечный кран, панель раковины, сме-

ситель крана, локтевой смеситель, смыв с дозаторов для 

мыла) – 15 (20,8%), трубки электроотсосов – 5 (6,9%), аппа-

раты ИВЛ (дыхательная трубка, панель монитора, внешняя 

поверхность дыхательного контура) – 13 (18,1%).

Структура всех выделенных штаммов характеризовалась 

преобладанием грамположительной кокковой флоры 

(63,9%), на долю возбудителей семейства Enterobacteriaceae 

приходилось 12,5%, неферментирующих грамотрицатель-

ных бактерий (НГОБ) – 23,6%.

Микроорганизмы выделяли как в монокультуре – 48 

(66,7%), так и в ассоциациях – 24 (33, 3%), в которых наи-

более часто встречались сочетания НГОБ с представителя-

ми Enterobacteriaceae – 50,0%, кокки с энтеробактериями, 

кокки + НГОБ, а также НГОБ + НГОБ – по 16,67% (рисунок).

Видовой состав выделенных в рамках проведенного нами 

исследования микроорганизмов представлен в таблице. 

При изучении микробного спектра смывов наиболее ча-

стым возбудителем представителем из группы ESCAPE-

патогенов являлся S. aureus, доля которого составила 

16,7%, что косвенно указывает на преобладание в этиологи-

ческой структуре микроорганизмов, контаминирующих кож-

ные покровы (типичным представителем которых является 

золотистый стафилококк). Удельный вес других грамполо-

жительных кокков (E. faecalis и E. faecium) также был доста-

точно высок – 15,3 и 11,1% соответственно. В составе гра-

мотрицательных палочек преобладали НГОБ (19,4%): доля 

P. aeruginosa составила 12,5% от общего количества изоля-

тов, A. baumanniii – 6,9%. Представительство энтеробакте-

рий в этиологической структуре, согласно нашим данным, за 

исключением K. pneumoniae (6,9%) оказалось минималь-

ным. Не было изолировано ни одного штамма E. coli. 

Среди прочих изолированных культур лидировали эпи-

дермальные стафилококки (11,1%), в трех случаях выдели-

ли Streptococcus spp. Как единичные находки были отмече-

ны достаточно редкие представители НГОБ, в их числе 

Burkholderia cepacia complex, Pseudomonas mendocina, 

Acinetobacter calcoaceticus, а также бактерии из семейства 

Enterobacteriaceae: Serratia marcescens, Citrobacter freundi и 

другие.

Заключение

Общепризнано, что этиология ИСМП и антибиотикорези-

стентность их возбудителей разнообразны как в различных 

регионах, так и в стационарах различного профиля. В анали-

зируемый период времени видовая структура штаммов, вы-

деленных в реанимационных отделениях г. Перми, характе-

ризовалась преобладанием бактерий группы ESCAPE с до-

минированием грамположительной кокковой флоры (>60% 

Рисунок. Варианты ассоциаций микроорганизмов.

Figure. Variants of microorganism associations.

Кокки + НГОБ / 

НГОБ + НГОБ / 

Кокки с семейством

НГОБ +  /

50%

16,67%

16,67%

16,67%

Таблица. Представители ESCAPE-патогенов, изолированных в 

отделениях реанимации

Table. Representatives of ESCAPE pathogens isolated in intensive 
care units

Микроорганизм / Microorganism Количество / Quantity %

S. aureus 12 16,7

+E. faecalis 11 15,3

E. faecium 8 11,1

P. aeruginosa 9 12,5

A. baumannii 5 6,9

K. pneumoniae 5 6,9

Прочие / Others 22 30,6
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выделенных штаммов), в т.ч. доля S. aureus составила 

16,7%, E. faecalis – 15,3%, P. aeruginosa –12,5%, E. faecium – 

11,1%, A. baumannii и K. pneumoniae – по 6,9%. Таким обра-

зом, внедрение системы локального микробиологического 

мониторинга госпитальных штаммов позволяет своевремен-

но и адекватно анализировать тенденции циркуляции ми-

кроорганизмов группы ESCAPE, подтверждать этиологиче-

скую роль отдельных штаммов в развитии ИСМП, устанав-

ливать эпидемиологические связи между случаями заноса 

инфекции, прогнозировать эпидемиологическую ситуацию, 

регулярно корректировать перечни этиологических агентов, 

подлежащих эпидемиологическому надзору. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Потенциальный прорыв в борьбе с устойчивостью к антибиотикам 
из исторического соляного раствора

Соляной раствор в английском рыночном городе Дройтвич-Спа в Вустершире известен своим высоким содержанием 

соли. Исследователи обнаружили уникальную микробную жизнь, обитающую в рассоле города, и поняли, что это идеальная 

среда для изучения микробов, адаптированных к соли, с потенциальным медицинским применением.

Это исследование дало важные результаты, включая данные секвенирования ДНК, раскрывающие микробную жизнь в 

рассоле, и изолированные организмы, способные подавлять MRSA и другие патогены.

Устойчивость к антибиотикам, глобальный кризис здравоохранения наравне с изменением климата, представляет серьез-

ную угрозу для лечения. Поскольку распространенные инфекции становится все труднее лечить из-за резистентных бакте-

рий, открытие новых антибиотиков стало критически важным.

Открытие микробов, способных подавлять рост MRSA, – это захватывающий шаг вперед. Он подчеркивает неиспользо-

ванный потенциал соляных рассолов Дройтвич-Спа в борьбе с устойчивостью к антибиотикам.

В марте 2024 года доктор Мара Лейте, руководитель проекта в OU, выделила из соляного раствора три штамма микро-

бов, адаптированных к соли.

Примечательно, что эти штаммы смогли подавить рост различных патогенов, связанных с больницей, включая MRSA. 

Лабораторные тесты показывают, что MRSA уничтожается этими «хорошими» микробами, что подчеркивает их потенциал 

для производства новых антибиотиков.

Результаты показывают, что изучение микробного разнообразия экстремальных сред действительно является многообе-

щающим подходом к обнаружению антимикробных соединений. Суровые условия этих сред могут стимулировать эволюцию 

уникальных антибиотиков, которые еще предстоит идентифицировать.

Исследовательская группа сейчас сосредоточена на выявлении конкретных генов и химических веществ, ответственных 

за эту антибактериальную активность. Хотя еще многое предстоит сделать, эти ранние результаты показывают, что рассол 

Дройтвич-Спа может сыграть ключевую роль в разработке новых мощных антибиотиков для борьбы с устойчивыми инфек-

циями. 

«Potential breakthrough in battle against antibiotic resistance from historic brine». Просмотрено: 24 сентябрь 2024 г. 

Available at: https://phys.org/news/2024-09-potential-breakthrough-antibiotic-resistance-historic.html
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Анализ санитарно-бактериологического 
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Российская Федерация

В работе проведен анализ санитарно-бактериологического состояния местных и привозных лечебных грязей, приме-
няемых в санаториях Республики Татарстан в период с 2017 по 2023 г. Установлено, что наиболее соответствующими 
требованиям нормативно-методических документов являются грязи сульфидно-илового типа Республики Крым и 
Ставропольского края. Показано, что суммарный удельный вес проб с превышением нормативных уровней санитарно-
показательных и потенциально патогенных бактерий снижался на протяжении исследуемого периода. Однако было 
зафиксировано наличие ряда проб, не соответствующих нормативным уровням по общей бактериальной загрязнен-
ности, а также по показателям контаминации синегнойной палочкой. С целью предотвращения возникновения инфек-
ционных заболеваний и повышения уровня безопасности процедур грязелечения в условиях санаториев Республики 
Татарстан рекомендовано повысить эффективность регенерации грязей методом активации.
Ключевые слова: лечебные грязи, пелоиды, пелоидотерапия, санатории, санитарно-бактериологический анализ, 
Escherichia coli, Clostridium, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
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In this work was analyzed the sanitary and bacteriological state of local and imported medicinal mud used in sanatoriums of the 
Republic of Tatarstan in the period from 2017 to 2023. It has been established that the most compliant with the requirements 
of regulatory and methodological documents are the sulfide-silt type muds of the Republic of Crimea and the Stavropol Territory. 
It was shown that the total proportion of samples exceeding standard levels of sanitary-indicative and potentially pathogenic 
bacteria decreased throughout the study period. However, the presence of a number of samples was recorded that did not meet 
the standards for general bacterial contamination, as well as for contamination with Pseudomonas aeruginosa. In order to 
prevent the occurrence of infectious diseases and increase the level of safety of mud therapy procedures in sanatoriums of the 
Republic of Tatarstan, it is recommended to increase the efficiency of mud regeneration using the activation method.
Key words: therapeutic mud, peloids, pelotherapy, sanatorium, sanitary-bacteriological analysis, Escherichia coli, Clostridium, 
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
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Н
а сегодняшний день лечебные грязи (пелоиды) широко 

применяются в медицине с профилактической и тера-

певтической целью, кроме того, грязелечение входит в про-

граммы реабилитации опорно-двигательного аппарата 

обычных пациентов и спортсменов. Лечебные грязи различ-

ной природы (сульфидно-иловые, торфяные, сапропелевые, 

сопочные) оказывают разносторонние лечебные эффекты: 

обезболивающий, хондропротекторный, стимулирующий, 

противовоспалительный, противоотечный, репаративно-

регенераторный, метаболический, иммуномодулирующий, 

дефиброзирующий, антиоксидантный, адсорбционно-

резорбтивный, дезотоксикационный, десенсибилизирующий 

и др. [1–3].

На территории Республики Татарстан функционирует 

более 10 санаториев, использующих в своей практической 

деятельности грязелечение с применением местных или 

привозных грязей различной природы. Специфика исполь-

зования лечебных грязей (аппликации на поверхности кожи, 

раневые поверхности, слизистые оболочки), требует строго-

го контроля и гарантий эпидемической безопасности. Вместе 

с тем исследования, посвященные комплексному изучению 

санитарно-бактериологического состояния лечебных грязей, 

применяемых в санаториях Татарстана, в открытых источни-

ках представлены в недостаточной мере. Опубликованы 

микробиологические характеристики лишь отдельных ме-

сторождений. Так, данные литературы свидетельствуют о 

том, что лечебные грязи из месторождений Республики 

Крым (Сакское озеро, озеро Аджиголь) и Ставропольского 

края (озеро Тамбукан) характеризуются достаточно устойчи-

выми, не превышающими нормативов, санитарно-микробио-

логическими показателями [4–6]. Проведенный нами анализ 

санитарно-бактериологических показателей сакской лечеб-

ной грязи подтвердил ее гигиеническую безопасность [7]. 

Залежи лечебной грязи озера Тамбукан отличаются бакте-

риальной чистотой: коли-титр, титр перфрингенс, титр кокко-

вой микрофлоры находятся в пределах нормы, синегнойная 

палочка не обнаружена [4]. Н.В.Ефименко с соавт. было 

описано бактериостатическое и бактерицидное действие 

грязи озера Тамбукан [8]. Однако вода озера Тамбукан явля-

ется бактериально чистой не во всех точках отбора. 

Е.Г.Потаповым было показано, что вода родников у горы 

Золотой Курган, реки Этоки, ручьев у западного берега 

озера загрязнена кишечной палочкой, в ней обнаружива-

лись стафилококки и стрептококки [4]. В.А.Хохлов отмечает 

нормальное состояние рапы Сакского озера в лечебных 

бассейнах по санитарно-бактериологическим показателям 

(титр лактозоположительных кишечных палочек (ЛКП), 

Pseudomonas aeruginosa, Clostridium perfringens и индекс 

Staphylococcus aureus), но подчеркивает, что в летние меся-

цы возможно превышение нормативных показателей по об-

щему микробному числу [6]. 

Местные лечебные грязи Татарстана относятся к трем раз-

личным типам (сапропелевые, иловые, торфяные), имеют 

различные гидрогеологические условия образования и об-

ладают собственной специфичной микробиотой (табл. 1) [9]. 

Цель настоящей работы состояла в проведении сравни-

тельного комплексного анализа санитарно-бактериологиче-

ского состояния лечебных грязей, применяемых в санатори-

ях Республики Татарстан. 

Материалы и методы

Пробы лечебных грязей поступали для анализа с 2017 по 

2023 г. из 14 санаториев Республики Татарстан (АО 

Санаторий «Крутушка», Лечебно-профилактическое част-

ное учреждение профсоюзов санаторий «Бакирово», 

Учреждение профсоюзов санаторий «Шифалы Су-Ижмин-

воды», Первичная организация профсоюза работников 

здравоохранения РФ лечебно-профилактического частного 

учреждения профсоюзов санаторий «Жемчужина», Лечебно-

профилактическое частное учреждение профсоюзов сана-

торий «Ливадия», Лечебно-профилактическое частное уч-

реждение профсоюзов санаторий «Васильевский», ОАО 

«Татэнерго» санаторий «Балкыш», ООО Санаторий 

«Сосновый бор», ООО Клиника-санаторий «Набережные 

Челны», Санаторий-профилакторий «Лениногорский» УСО 

ПАО «Татнефть», Санаторий-профилакторий «Ромашкино» 

УСО ПАО ТН им. В.Д.Шашина, Республиканский центр реа-

билитации МЧС РТ им. Каратая, Санаторий-профилакторий 

«Казаньоргсинтез» МСЧ ПАО «Казаньоргсинтез», Частное 

учреждение профсоюзов «Минресурскурорт»). Типы приме-

няемых лечебных грязей представлены в табл. 1. 

Исследования проводились в рамках реализации про-

грамм производственного контроля, регламентированных 

СП 1.1.1058-01 [10], на базе бактериологических лаборато-

рий ФБУЗ «Центр гигиены и эпидемиологии в Республике 

Таблица 1. Характеристика лечебных грязей, поступивших из санаториев Республики Татарстан для анализа санитарно-бактери-

ологического состояния 

Table 1. Characteristics of therapeutic mud received from sanatoriums of the Tatarstan Republic for the analysis of sanitary-bacteriological 
state

№ Типы грязей / Types of mud Месторождения лечебных грязей / 
Deposits of therapeutic mud

Регионы происхождения лечебных грязей / 
Regions of origin of medicinal mud

1 Иловая / Silt Озеро Голубое / Lake Goluboe Республика Татарстан / Republic of Tatarstan

2 Сапропелевая / Sapropelic Территория санатория / Territory of the sanatorium Республика Татарстан / Republic of Tatarstan

3 Торфяная / Peat «Таборли-3» на пойменной террасе р. Чаж / 
“Taborli-3”, the floodplain terrace of the Chazh River

Республика Татарстан / Republic of Tatarstan

4 Сульфидная иловая / Sulfide silt Сакское озеро / Saki Lake Республика Крым / Republic of Crimea

5 Сульфидная иловая / Sulfide silt Озеро Тамбукан / Lake Tambukan Ставропольский край / Stavropol region

6 Сапропелевая / Sapropelic Озеро Карасевое / Lake Karasevoye Томская область / Tomsk region

7 Сапропелевая / Sapropelic Озеро Молтаево / Lake Moltaevo Свердловская область / Sverdlovsk region
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Татарстан» и его филиалов. Объекты исследований были 

обезличены, характеристики проб грязей (тип, месторожде-

ние и регион происхождения) были получены после завер-

шения исследования в 2023 г. Всего было проанализирова-

но 624 пробы.

Исследование проб проводили в соответствии с МУ №143-

9/316-17 [11] сразу после поступления проб в лабораторию. 

Навеску грязи (15–30 г) помещали в колбу со стерильной 

водопроводной водой и встряхивали на шуттель-аппарате в 

течение 15–20 мин. В результате образовывалась «грязевая 

болтушка» с основным разведением грязи (1:10). Из основно-

го разведения готовили десятикратные разведения и осу-

ществляли посев на следующие питательные среды: мясо-

пептонный агар; лактозопептонная среда Эйкмана для пер-

вичной идентификации энтеробактерий; среда Эндо для вы-

деления и дифференциации грамотрицательных микроорга-

низмов кишечной группы; желточно-солевой агар для выяв-

ления солеустойчивых микроорганизмов, в т.ч. коагулазопо-

ложительных стафилококков; цетримидный агар для выявле-

ния синегнойной палочки. Все использованные среды произ-

ведены ФБУН ГНЦ ПМБ (г. Оболенск). 

Нормативные уровни санитарно-микробиологических по-

казателей качества лечебных грязей грязелечебниц следую-

щие: общее микробное число (ОМЧ) – 5•105 клеток/г, титр 

ЛКП – 10, титр клостридий – 0,1, P. aeruginosa и патогенные 

стафилококки – отсутствие в 10 г. Превышение допустимых 

уровней обсемененности образцов по одному или более по-

казателей характеризует пробу как не соответствующую 

требованиям методического документа (такие пробы были 

обозначены как «нестандартные»).

Статистическая обработка проведена с использованием 

пакета прикладных программ Microsoft Office (V.360). 

Статистическая значимость (p < 0,05) определена на основе 

данных анализа произвольных таблиц сопряженности с ис-

пользованием критерия χ2.

Результаты исследования

Установлено, что за период с 2017 по 2023 г. средний 

удельный вес проб, не соответствующих по санитарно-бак-

териологическим показателям требованиям действующих 

нормативно-методических документов, составил 11,9%. 

Максимальный уровень нестандартных проб лечебных гря-

зей был зафиксирован в 2017 г. (25,0%), минимальный – в 

2023 г. (3,5%) (рис. 1). 

Анализ динамики нестандартных проб лечебных грязей 

за исследуемый период выявил тенденцию к снижению 

удельного веса проб, не соответствующих требованиям нор-

мативно-методических документов, по одному или несколь-

ким показателям.

Лечебные грязи, поступавшие из санаториев Татарстана, 

не всегда соответствовали требованиям МУ №143-9/316-17. 

Из общего количества проанализированных проб (624) тре-

бованиям не соответствовали по титру ЛКП – 36 проб, титру 

клостридий – 35, по показателю P. aeruginosa – 19, реже по 

ОМЧ (4 пробы) и патогенным стафилококкам (2 пробы). 

Процентное соотношение нестандартных проб представле-

но на рис. 2. 

Следует отметить, что 2,4% нестандартных проб не соот-

ветствовали нормативам по двум и более показателям (по 

титру ЛКП и клостридий – 1,3%, по титру клостридий и 

ОМЧ – 1,1%).

Несмотря на наличие общей тенденции к снижению доли 

нестандартных проб за период 2017–2023 гг., по ряду пока-

зателей наблюдался рост уровня контаминации лечебных 

грязей. Так, в общем количестве нестандартных проб часто-

та выявления P. aeruginosa увеличивалась (рис. 3А), суще-

ственное превышение ОМЧ наблюдалось в 2020 и 2022 г. 

(рис. 3В). 

По показателям титра ЛКП и титра клостридий была от-

мечена тенденция к снижению доли нестандартных проб 

(рис. 3Б и 3Г соответственно). Выявление патогенного ста-

филококка в пробах лечебных грязей носило эпизодический 

характер (рис. 3Д).

Анализ распределения проб лечебных грязей, поступаю-

щих из санаториев Республики Татарстан, по типам показал 
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Рис. 1. Динамика изменения удельного веса нестандартных 

проб лечебной грязи, поступивших из санаториев Республики 

Татарстан в 2017–2023 гг. 

Fig. 1. Dynamics of changes in the specific gravity of non-standart 
therapeutic mud samples received from sanatoriums of the 
Tatarstan Republic in 2017–2023.

Рис. 2. Удельный вес нестандартных проб лечебных грязей, 

поступивших из санаториев Республики Татарстан в 2017–2023 гг. 

Fig. 2. The specific gravity of non-standart therapeutic mud samples 
obtained from sanatoriums of the Republic of Tatarstan in 2017–
2023 
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(рис. 4), что в исследуемый период наибольшее количество 

проб приходилось на сапропелевые (45%) и сульфидные 

иловые (42%) грязи, меньшее – на торфяные грязи (11%), 

иловые грязи применялись редко (2%).

В табл. 2 представлено сравнение удельного веса нестан-

дартных проб в различных типах грязей. Установлено, что 

распределение нестандартных проб по типам лечебной 

грязи и общая контаминация пелоидов микроорганизмами 

(ОМЧ) статистически значимо не различались. Вместе с тем 

пробы с превышенным допустимым уровнем по показате-

лям P. aeruginosa, титра ЛКП и титра клостридий обнаружи-

вались статистически значимо чаще в торфяных и сапропе-

левых грязях (p < 0,05) по сравнению с сульфидными иловы-

ми грязями, которые представляют собой высокоминераль-

ные образования с преобладанием сульфида железа – ги-

дротроидлита [Fe (HS)2], составляющего до 0,5% всей массы 

грязи. Высокая минерализация и наличие сероводорода от-

части препятствуют пролиферации исследуемых бактерий.

В рамках данного исследования были изучены 263 пробы 

местных лечебных грязей месторождений Республики 

Татарстан (42,1% от общего количества проб), которые от-

носятся к трем различным типам (сапропелевые, иловые, 

торфяные). В местных лечебных грязях были выявлены не-

соответствия требованиям нормативно-методического до-

кумента (табл. 3). Так, титр клостридий был превышен в 

20 пробах, титр ЛКП – в 14, P. aeruginosa – в 11, реже на-

блюдалось превышение ОМЧ – 3 пробы; патогенные стафи-

лококки были обнаружены в 1 пробе.

Обсуждение 

Анализ санитарно-бактериологического состояния лечеб-

ных грязей, применяемых в санаториях Республики 

Татарстан, выявил средний удельный вес нестандартных 

проб с превышением нормативных уровней санитарно-ми-

кробиологических показателей (11,9%). Бактериальное за-

грязнение исследуемых пелоидов может происходить в ре-

зультате антропогенного воздействия на месторождения 

лечебных грязей (например, бытовые стоки), вследствие их 

контаминации в процессе подготовки лечебных грязей в ус-
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Рис. 3. Динамика изменения удельного веса проб лечебных гря-

зей, поступивших из санаториев Республики Татарстан в 2017–

2023 гг., нестандартных по санитарно-бактериологическим 

показателям: А – P. aeruginosa, B – титр ЛКП, C – ОМЧ, D – титр 

клостридий, E – патогенные стафилококки.

Fig. 3. Dynamics of changes in the specific gravity of therapeutic 
mud samples received from sanatoriums of Tatarstan Republic in 
2017–2023, non-standart in terms of sanitary and bacteriological 
indicators: A – P. aeruginosa, B – titer of lactose-positive Escherichia 
coli, C – Total Count of microorganisms, D – Clostridia titer, E – 
pathogenic Staphylococcus.
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ловиях санаториев, а также из-за незавершенности процес-

сов пассивной регенерации [12]. Известно, что пелоиды об-

ладают потенциалом к регенерации и самоочищению благо-

даря антимикробному действию автохтонной микрофлоры в 

условиях изоляции от источника загрязнения. Пассивная 

регенерация – это процесс, который позволяет безопасно 

повторно применить лечебную грязь, увеличить кратность 

использования ее для лечебных процедур, сократить объе-

мы изъятия грязи из месторождений и при этом значительно 

уменьшить площади грязехранилищ [3, 13]. Нормализация 

санитарно-бактериологических показателей служит свиде-

тельством окончания процесса регенерации [12, 13].

Вероятность контаминации лечебной грязи потенциально 

патогенной микрофлорой в результате переноса с кожи па-

циентов и вторичного использования пелоидов достаточно 

высока. Кроме того, возможен занос возбудителей нозоко-

миальных инфекций через контаминированное оборудова-

ние или материалы. Существуют данные, подтверждающие 

появление в лечебной грязи чужеродной микрофлоры – 

стрептококков, стафилококков, синегнойной, столбнячной, 

кишечной, тифозной палочек [3, 14]. 

Обнаружение в исследуемых пробах лечебных грязей 

таких значимых возбудителей нозокомиальных инфекций, 

как P. aeruginosa (3,0% проб) и S. aureus (0,3%) свидетель-

ствует о высокой эпидемической опасности. Использование 

данных грязей может привести к развитию гнойно-септиче-

ских инфекций у пациентов [15–17], а также к возникнове-

нию новых госпитальных штаммов с повышенной вирулент-

ностью. 

Пробы исследуемых грязей, которые не соответствовали 

нормативам по титру клостридий (5,6% проб) и титру ЛКП 

(5,8%), свидетельствуют о возможности свежего фекально-

го загрязнения. Они являются потенциальным источником 

возбудителей анаэробных клостридиальных инфекций, в 

т.ч. резистентных токсигенных штаммов C. difficile, для кото-

рых в последние годы отмечен рост глобальных показателей 

заболеваемости в большинстве регионов мира [17, 18]. 

Высокий титр ЛКП свидетельствует о риске инфицирования 

вирулентными штаммами Escherichia coli, вызывающими 

острые кишечные расстройства [16, 17]. При превышении 

нормативных уровней основных санитарно-микробиологиче-

ских показателей рекомендуется проводить дополнитель-

ные исследования на наличие показателей свежего фекаль-

Торфяная / Peat

Сапропелевая / Sapropelic

Иловая / Silt

Сульфидная иловая / Sulfide silt

41%

45%

11%

2%

Рис. 4. Распределение проб лечебных грязей, поступивших из 

санаториев Республики Татарстан в 2017–2023 гг. по типам. 

Fig. 4. Distribution of therapeutic mud samples received from 
sanatoriums of the Tatarstan Republic in 2017–2023 by type.

Таблица 2. Среднемноголетний удельный вес нестандартных проб лечебных грязей, поступивших из санаториев Республики 

Татарстан в 2017–2023 гг.

Table 2. The long-term average share of non-standard samples of therapeutic mud received from sanatoriums of the Tatarstan Republic 
in 2017–2023

Типы грязей / Types of mud Количество 
проб / 
Number 
of samples

Удельный вес 
нестандартных 
проб, % / Share 
of non-standard 
samples, %

Удельный вес нестандартных проб по показателям, % / Share of non-standard samples by 
indicators, %

P. aeruginosa Титр ЛКП / Titer 
of lactose-positive 
E. coli

ОМЧ / Total 
count of 
microorganisms

Титр клостридий / 
Clostridia titer

Патогенные 
стафилококки / 
Pathogenic 
Staphylococcus

Иловая / Silt 12 8,3 0,0 8,3 0,0 0,0 0,0

Сапропелевая / Sapropelic 250 17,6 4,4 6,4 1,2 9,6 0,4

Торфяная / Peat 61 13,1 6,6 6,6 0,0 3,3 0,0

Сульфидная иловая / Sulfide silt 228 4,8 1,8 2,2 0,4 1,8 0,4

Таблица 3. Среднемноголетний удельный вес нестандартных проб местных лечебных грязей, поступивших из санаториев 

Республики Татарстан в 2017–2023 гг.

Table 3. The long-term average share of non-standard samples of local therapeutic mud received from sanatoriums of the Tatarstan 
Republic in 2017–2023

Объект / 
Object 

Количество 
проб / 
Number 
of samples

Общее количество 
нестандартных проб* / 
Total number of non-
standard samples *

Количество нестандартных проб по показателям* / Number of non-standard samples by indicator*

Pseudomonas 
aeruginosa

Титр ЛКП / 
Titer of lactose-
positive E. coli

ОМЧ / Total Count 
of microorganisms

Титр клостридий / 
Clostridia titer

Патогенные 
стафилококки / 
Pathogenic 
Staphylococcus

№1 12 1 (8,3) 0 (0) 1 (8,3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

№2 190 30 (15,8) 7 (3,7) 9 (4,7) 3 (1,6) 18 (9,5) 1 (0,5)

№3 61 8 (13,1) 4 (6,6) 4 (6,6) 0 (0) 2 (3,3) 0 (0)

Всего / Total 263 39 (14,8) 11 (4,2) 14 (5,3) 3 (1,1) 20 (7,6) 1 (0,4)

* абсолютное значение (удельный вес, %) / absolute value (specific gravity, %).
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ного загрязнения (энтерококков, фекальных колиформных 

бактерий). Кроме того, с целью поиска потенциальных ис-

точников инфекции и профилактики инфекционных заболе-

ваний требуется проведение дальнейшей идентификации 

микроорганизмов до вида, определение патогенных сероти-

пов, а также анализ антибиотикорезистентности изолятов. 

В результате анализа санитарно-бактериологического со-

стояния лечебных грязей, применяемых в санаториях 

Республики Татарстан, установлено, что привозные суль-

фидные иловые грязи республики Крым и Ставропольского 

края характеризуются наименьшим удельным весом нестан-

дартных проб по санитарно-бактериологическим показате-

лям (4,8%), несмотря на наличие этапа транспортировки из 

удаленных регионов страны. Бактериостатическое и бакте-

рицидное действие грязи озера Тамбукан [8] способствует 

поддержанию эпидемической безопасности грязи и ее бы-

строй регенерации, что имеет особенное значение для ле-

чебного наружного и полостного применения.

Уровень удельного веса проб местных грязей, нестан-

дартных по санитарно-бактериологическим показателям 

(14,8%), вероятно, обусловлен отбором проб на различных 

стадиях процесса регенерации лечебных грязей в рамках 

программы производственного контроля. Если для регене-

рации иловых сульфидных грязей достаточно 3–6 мес., то 

для торфяных грязей этот период увеличивается до 1,5 лет. 

Очевидно, что обеспечение полной регенерации используе-

мых грязей в естественных условиях труднодостижимо, по-

этому важно проводить анализ динамики изменения сани-

тарных показателей и применять методы ускоренной реге-

нерации.

Корректность сравнительного анализа грязей может быть 

усилена анализом такого компонента, как кероген, пред-

ставляющего собой рассеянное органическое вещество 

осадочных пород низких стадий преобразования, нераство-

римое в органических растворителях. Различают сапропе-

левый, гумусовый и смешанные виды керогена. Элементный 

состав керогена для пород сапропелевого типа (%): С (64–

93); Н (6–10); О (0–25); N (0,1–4,0); S (0,1–8,0); для гумусово-

го-сапропелевого типа – С (64–96); Н (1–5); О (3–25); N 

(0,1–2,0); S (0,1-–3,0) [19]. Сапропелевый кероген по сравне-

нию с гумусовым характеризуется повышенным содержани-

ем водорода (Н/С: 1,7–0,3 и 1,0–0,3 соответственно) и низ-

ким содержанием кислорода (О/С: 0,1–0,02 и 0,4–0,02 соот-

ветственно). В процессе длительных преобразований пород 

уменьшается содержание керогена и изменяется его состав, 

что коррелирует с увеличением содержания углерода, сни-

жением содержания водорода и других элементов, а следо-

вательно, и с изменением состава микробных сообществ. 

Так, обнаружение керогена в сапропеле прибрежного озера 

Текиргиол позволяет предположить начальную стадию со-

зревания осадочных пород [20].

Комплексных исследований, посвященных определению 

уровня зрелости и изучению санитарно-бактериологическо-

го состояния лечебных грязей, в Российской Федерации не 

проводилось. В то же время ясно, что это имеет важное 

значение для определения завершенности процесса реге-

нерации грязей как в природе, так и в грязехранилищах при 

санаториях, где должны быть обеспечены естественное 

освещение, приточно-вытяжная вентиляция и температура 

в пределах +10…+15°С [21, 22]. Свежую, а также требую-

щую регенерации отработанную лечебную грязь хранят в 

специальных бетонированных бассейнах с люками над 

ними в наружной стене для загрузки свежей грязи. 

Отработанная грязь загружается в бассейн и регенерирует-

ся в нем в течение 3–4 мес. Оптимальная толщина слоя 

лечебной грязи в бассейне – не более 1,2–1,5 м, высота 

слоя рапы над лечебной грязью – не менее 15 см. Поскольку 

частота отбора проб грязи из грязехранилищ для санитар-

но-бактериологического анализа не регламентирована, при 

анализе имеет место некоторый разброс показателей, что 

может быть связано с различиями в уровне зрелости грязи 

и завершенности этапов пассивной, либо активной регене-

рации грязей.

Тенденция к росту удельного веса проб лечебных грязей, 

нестандартных по общей бактериальной загрязненности, а 

также по показателям контаминации синегнойной палочкой, 

выявленная за период 2017–2023 гг., указывает как на ра-

стущую необходимость видовой идентификации выделен-

ных потенциально патогенных микроорганизмов, так и на 

актуальность доработки программ производственного кон-

троля и модификации применяемых методов регенерации 

грязей. Целесообразным является осуществление система-

тического контроля микробной контаминации пелоидов на 

протяжении всего процесса регенерации лечебных грязей. 

Данный подход позволит оценить полноту и эффективность 

процесса регенерации. Значимым является ускорение про-

цессов регенерации лечебных грязей с участием автохтон-

ной микрофлоры в результате температурной и механиче-

ской активации. Так, было показано, что биохимические 

процессы при активации протекают на два порядка быстрее 

и это приводит к существенному обогащению лечебной 

грязи биологически активными веществами антимикробно-

го действия [12]. Комплексный подход, включающий в себя 

совершенствование методов санитарного контроля и реге-

нерации пелоидов позволит предотвратить возникновение 

инфекционных заболеваний и повысить безопасность про-

ведения процедур грязелечения в условиях санаториев 

Республики Татарстан.
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Н о в о с т и  н а у к и

Эффективное редактирование генома

CRISPR-Cas широко используется в исследованиях и медицине для редактирования, вставки, удаления или регулирова-

ния генов в организмах. TnpB является предком этих известных «генных ножниц», но он намного меньше и, следовательно, 

его легче транспортировать в клетки. Используя белковую инженерию и алгоритмы искусственного интеллекта, исследова-

тели теперь расширили возможности TnpB, чтобы сделать редактирование ДНК более эффективным и универсальным, 

прокладывая путь к лечению генетического дефекта высокого уровня холестерина в будущем.

Кодируемые транспозоном (IS200/IS605) белки TnpB являются предшественниками эффекторов CRISPR класса 2 типа V 

и оказались одними из самых компактных редакторов генома, идентифицированных на сегодняшний день. В данной работе 

оптимизировали дизайн Deinococcus radiodurans (ISDra2) TnpB для применения в клетках млекопитающих (TnpBmax), что 

привело к среднему 4,4-кратному улучшению редактирования. Кроме того, разработаны варианты, мутировавшие в позиции 

K76, которые распознают альтернативные мотивы, смежные с мишенью (TAM), расширяя диапазон нацеливания ISDra2 

TnpB. Также сгенерирован обширный набор данных по эффективности редактирования TnpBmax в 10 211 целевых сайтах. 

Это позволило определить правила для редактирования на целевом и вне целевого назначения и разработать модель глу-

бокого обучения, названную предиктором эффективности редактирования TnpB (TEEP; https://www.tnpb.app), способную 

предсказывать активность направляющей РНК ISDra2 TnpB (ωRNA) с высокой эффективностью (r > 0,8). Используя TEEP, 

мы достигли эффективности редактирования до 75,3% в мышиной печени и 65,9% в мышином мозге после доставки векто-

ра аденоассоциированного вируса (AAV) TnpBmax. В целом, набор инструментов, представленных в этом исследовании, 

облегчает применение TnpB в качестве сверхкомпактной программируемой эндонуклеазы в исследованиях и терапии.

Marquart KF, Mathis N, Mollaysa A, Müller S, Kissling L, Rothgangl T, et al.

Effective genome editing with an enhanced ISDra2 TnpB system and deep learning-predicted ωRNAs.

Nat Methods. 2024 Sep 23. DOI: 10.1038/s41592-024-02418-z
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Характеристика генов факторов патогенности 

и оценка цитотоксической активности 

штаммов Vibrio vulnificus in vitro 
О.А.Цырулина, С.Ю.Темякова, В.В.Евдокимова, Л.П.Алексеева, О.С.Чемисова

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

Российская Федерация

Vibrio vulnificus – галофильный микроорганизм, вызывающий оппортунистические инфекции, проявляющиеся серьез-
ными поражениями кожи и молниеносной септицемией у людей. Основными факторами патогенности V. vulnificus 
являются порообразующий холестерин-зависимый цитолизин VVH (V. vulnificus hemolysin) и высокомолекулярный 
цитотоксин MARTX (multifiinctional autoprocessing repeats-in-toxin). Молекула MARTX содержит ряд активных доменов, 
необходимых для проявления биологической активности. Цель данной работы – провести генетическое скрининговое 
тестирование детерминант патогенного потенциала штаммов V. vulnificus и оценить их цитотоксичность на модели 
перевиваемых клеточных линий. Анализ результатов полногеномного секвенирования показал, что все штаммы обла-
дали генами vvhA и rtxA1, однако отличались по содержанию вариабельных эффекторных доменов. Показано, что 
оптимальной моделью для оценки цитотоксической активности штаммов V. vulnificus in vitro является культура клеток 
HeLa (клетки карциномы шейки матки человека). Установлено, что отсутствие одного из эффекторных доменов может 
снизить цитотоксичность V. vulnifcus. При этом только при наличии доменов RRSP (специфической эндопептидазы) и 
RID (инактивирующий гуанозинтрифосфатазу) у исследуемых штаммов наблюдался необратимый цитотоксический 
эффект на культуре клеток, что, вероятно, свидетельствует об их ключевой роли в реализации биологической актив-
ности.
Ключевые слова: Vibrio vulnificus, факторы вирулентности, цитолизин, MARTX, культура клеток, эффекторные домены

Для цитирования: Цырулина О.А., Темякова С.Ю., Евдокимова В.В., Алексеева Л.П., Чемисова О.С. Характеристика генов факторов патоген-
ности и оценка цитотоксической активности штаммов Vibrio vulnificus in vitro. Бактериология. 2024; 9(3): 70–76. DOI: 10.20953/2500-1027-2024-3-
70-76

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

Vibrio vulnificus is a halophilic microorganism that causes opportunistic infections resulting in severe skin lesions and fulminant 
septicemia in humans. The main pathogenicity factors of V. vulnificus are the pore-forming cholesterol-dependent cytolysin VVH 
(V. vulnificus hemolysin) and the high molecular weight cytotoxin MARTX (multifiinctional autoprocessing repeats-in-toxin). The 
MARTX molecule contains a number of active domains necessary for the manifestation of biological activity. The purpose of 
this work is to conduct genetic screening testing of the determinants of the pathogenic potential of V. vulnificus strains and 
evaluate their cytotoxicity using a model of continuous cell lines. Analysis of the results of whole-genome sequencing showed 
that all strains possessed the vvhA and rtxA1 genes, however, they differed in the content of variable effector domains. It has 
been shown that the optimal model for assessing the cytotoxic activity of V. vulnificus strains in vitro is the HeLa cell culture 
(human cervical carcinoma cells). It has been established that the absence of one of the effector domains can reduce the 
cytotoxicity of V. vulnifcus. Moreover, only in the presence of the RRSP (specific endopeptidase) and RID (guanosine 
triphosphatase inactivating) domains, the studied strains had an irreversible cytotoxic effect on cell culture, which probably 
indicates their key role in the implementation of biological activity.
Key words: Vibrio vulnificus, virulence factors, cytolysin, MARTX, cell culture, effector domains

For citation: Tsyrulina O.A., Temyakova S.Yu., Evdokimova V.V., Alekseeva L.P., Chemisova O.S. Characterization of genes of pathogenicity factors and 
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Characterization of genes of pathogenicity factors and assessment of cytotoxic activity of Vibrio vulnificus in vitro

V ibrio vulnificus является грамотрицательным условно-

патогенным галофильным микроорганизмом, который 

широко распространен в морской среде по всему миру. Этот 

патоген способен вызывать острый гастроэнтерит, некроти-

зирующие раневые инфекции и опасную для жизни септице-

мию, особенно у восприимчивых людей с ослабленным 

иммунитетом, при этом смертность составляет >50% [1]. 

Случаи инфицирования людей V. vulnificus могут возникнуть 

в результате употребления в пищу зараженных морепродук-

тов (обычно моллюсков, таких как устрицы) или при контак-

те морской загрязненной воды с открытыми ранами или 

поврежденной кожей [2]. V. vulnificus встречается в прибреж-

ных или эстуарийных средах с температурой воды от 9 до 

31°C. Об инфицировании V. vulnificus сообщается по всему 

миру, причем часто регистрируются случаи в Соединенных 

Штатах Америки, Европе и Корее [3]. 

В России эти вибрионы выделяют из проб морской воды 

на Черноморском побережье: в городах Новороссийск, 

Сочи, Ялта (Республика Крым), в Таганрогском заливе 

Азовского моря, а также из проб балластных вод судов, при-

бывающих в международные порты Ростова, Таганрога и 

Азова из-за рубежа [4–6].

Проведенный ранее анализ литературы показал, что па-

тогенность V. vulnificus обусловлена многими факторами, 

так как этот возбудитель экспрессирует множество клеточ-

но-ассоциированных и секретируемых факторов, которые 

потенциально способствуют патогенности. Однако наиболь-

ший вклад в развитие инфекции, обусловленной V. vulnificus, 

вносят порообразующий холестерин-зависимый цитолизин 

VVH (V. vulnificus hemolysin) и высокомолекулярный цитоток-

син MARTX (multifiinctional autoprocessing repeats-in-toxin), 

под воздействием которых может происходить накопление 

жидкости в просвете кишечника, приводящее к диарее, ча-

стичному параличу и некрозу тканей в тонком кишечнике с 

последующей диссеминацией в кровоток и другие ткани [7]. 

Многими авторами было показано, что именно токсин 

MARTX, который на 80–90% гомологичен RtxA V. cholerae 

[8], играет важную роль в проявлении цитотоксичности 

V. vulnificus по отношению к эукариотическим клеткам, на-

рушая барьерные свойства мембраны клетки-хозяина, вы-

зывая округление клеток и их гибель [9, 10]. MARTX содер-

жит ряд активных доменов, необходимых для проявления 

биологической активности. Это домен CPD (цистеиновой 

протеазы) и эффекторные домены ABH (α/β-гидролазы), RID 

(инактивирующий ГТФазу), MCF (аутопротеолитической ци-

стеиновой протеазы), DUF (домен неизвестной функции) и 

RRSP (специфической эндопептидазы) [11]. Эффекторы 

токсина MARTX обычно действуют, нарушая один из 3 клю-

чевых клеточных процессов: динамику цитоскелета, пере-

дачу сигналов GTPase или везикулярный транспорт. Ранее 

Таблица 1. Характеристика штаммов V. vulnificus, взятых в исследование

Table 1. Characteristics of V. vulnificus strains taken into the study

п/п № Номер штамма / 
Strain number

Дата выделения / 
Isolation date

Источник выделения / 
Source of isolation

Место выделения / 
Place of isolation

1 13344 нет данных / no data человек / man США / USA

2 14100 1989 морская вода / sea water г. Новороссийск / Novorossiysk

3 15828 1988 рыба / fish г. Паланга, Литва / Palanga, Lithuania

4 15832 1991 человек / man г. Бердянск, Украина / Berdyansk, Ukraine

5 15885 нет данных/ no data человек / man Швеция / Sweden

6 19720 2014 балластная вода / ballast water порт Таганрог, с. Сайда / Taganrog port, Saida village

7 20616 2020 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

8 20617 2020 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

9 21001 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

10 21002 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

11 21004 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

12 21005 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

13 21007 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

14 21009 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

15 21012 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

16 21013 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

17 21015 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

18 21017 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

19 21019 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

20 21021 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

21 21023 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

22 21024 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

23 21030 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay

24 21032 2022 морская вода / sea water Таганрогский залив / Taganrog Bay
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установлено, что удаление любого из доменов может сни-

зить эффективность цитотоксина и вирулентность V. vulnif-

cus [12]. Известно, что эффекторные домены токсинов 

МАRTX различаются не только у разных видов бактерий, но 

и у разных штаммов одного и того же вида. Более того, даже 

небольшие различия в аминокислотной последовательности 

и пространственном строении токсинов определяют разли-

чие в спектре их биологической активности [13].

Общепринятой моделью для изучения биологической ак-

тивности бактериальных токсинов является культура клеток 

позвоночных, которая по чувствительности сопоставима с 

разрешающей способностью биопробы [14, 15]. 

В связи с вышеизложенным цель данной работы – про-

вести генетическое скрининговое тестирование детерми-

нант патогенного потенциала штаммов V. vulnificus и оце-

нить их цитотоксичность на модели перевиваемых клеточ-

ных линий.

Материалы и методы

В работе были использованы 24 штамма V. vulnificus, вы-

деленные в период 1989–2022 гг. из различных мест и ис-

точников (табл. 1).

Для сравнительного изучения биологической активности 

V. vulnificus в качестве моделей использовали паспортизиро-

ванные перевиваемые клеточные линии L929 (фибробласты 

мыши) и HeLa (клетки эпителиоидной карциномы шейки 

матки человека), полученные из Российской коллекции кле-

точных культур позвоночных Института цитологии РАН 

(г. Санкт-Петербург) и хранящиеся в криобанке ФКУЗ 

«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотреб-

надзора.

Монослойные клеточные культуры предварительно пас-

сировали в ростовой среде (RPMI-1640 с 10% сыворотки 

плода коровы и 2 мМ глютамина). Общепринятыми метода-

ми проводили процедуру снятия клеток с помощью раство-

ров версена и трипсина и готовили клеточную суспензию. 

Клетки высевали в 96-луночные планшеты в такой плотно-

сти, чтобы культура не достигла слияния в монослое (не 

более 5000 клеток/лунку). Клетки инкубировали в СО2-

инкубаторе при 37°С (5% СО2, влажность не менее 70%) в 

течении 18 ч. Все манипуляции с клетками проводили в ла-

минарно-потоковом шкафу с принудительной подачей сте-

рильного воздуха [16, 17].

Для культивирования V. vulnificus использовали агар 

Мартена с добавлением натрия хлорида до 1,5%. В дальней-

шую работу брали только чистые культуры или изолирован-

ные колонии микроорганизмов. 

С целью элиминации токсического действия питательных 

бактериологических сред суточные агаровые культуры 

штаммов V. vulnificus засевали в пробирку с 3 мл среды 

RPMI-1640 и инкубировали при 37°С в течении 24 ч в стаци-

онарных условиях. В дальнейшую работу по оценке дей-

ствия токсина брали бесклеточные супернатанты. Для этого 

1 2 3

654

Рис. 1. 3D-структура доменов цитотоксина MARTX штамма 

V. vulnificus 21007. 

1 – домен RRSP (специфической эндопептидазы)

2 – домен RID (инактивирующий ГТФазу)

3 – домен CPD (цистеиновой протеазы)

4 – домен DUF (домен неизвестной функции)

5 – домены ABH (α/β-гидролазы)

6 – MCF (аутопротеолитической цистеиновой протеазы)

Fig. 1. 3D structure of the MARTX cytotoxin domains of the 
V. vulnificus 21007 strain.
1 – RRSP (specific endopeptidase domain)

2 – RID (GTPase inactivating) domain

3 – CPD (cysteine protease) domain

4 – DUF (domain of unknown function) domain

5 – ABH (alpha-beta hydrolase) domains

6 – MCF (autoproteolytic cysteine protease)
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суточные бульонные культуры центрифугировали при 

8000 об./мин в течении 40 мин. В связи с нестабильностью 

токсинов контроль специфической стерильности не прово-

дили и с супернатантами работали как с патогенными био-

логическими агентами (ПБА), т.е. работу проводили с нео-

беззараженными образцами1.

Для оценки цитотоксической активности вибрионов ис-

следуемые пробы титровали в 96-луночном планшете в объ-

еме 0,05 мл RPMI-1640 с 1% сыворотки крупного рогатого 

скота и вносили в лунки с клетками эукариот. 

Предварительно из лунок с подготовленной культурой 

клеток отбирали среду и вносили образец в определенном 

разведении с соблюдением принципов стерильности. 

Планшеты помещали в СО2-инкубатор и выдерживали в те-

чение 24–48 ч при 37°C, 90%-й влажности и 5% CO2. 

1 СанПиН 3.3686-21. Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней.

Морфологические и деструктивные изменения клеток-ми-

шеней оценивали ad oculum через 24 ч в инвертированном 

микроскопе. Поскольку действие токсина обратимо, через 

48 ч проводили повторный учет результатов. Биологическую 

активность токсинсодержащих образцов испытуемых штам-

мов на культуре клеток оценивали по четырехкрестной си-

стеме [18].

Полногеномное секвенирование взятых в работу штам-

мов было проведено на платформе Illumina MiSeq. Поиск 

наличия генов осуществлялся с помощью программы 

Fragment Extractor (http://antiplague.ru/fragment-extractor/). В 

качестве референсных генов доменов MARTX были исполь-

зованы нуклеотидные последовательности штамма V. vulnifi-

cus CICESE-368 из базы данных NCBI.

3D-моделирование cтруктуры токсина штамма V. vulnificus 

осуществляли с использованием web-ресурса SWISS-

MODEL (https://swissmodel.expasy.org/).

Таблица 2. Оценка цитотоксической активности штаммов V. vulnificus на культуре клеток HeLa

Table 2. Evaluation of cytotoxic activity of V. vulnificus strains on HeLa cell culture

п/п № № штамма / 
Strain No.

Гены / Genes Результат действия токсина / 
The result of the action of the toxin

Итоговый результат / 
Final result

vvhA rtxA1 Домены гена / Gene domains rtxA1

MCF ABH CPD DUF RID RRSP 24 ч 48 ч

1 13344 + + + + + + + - 1/100 1/10 обратимое / reversible

2 14100 + + + + + + + + 1/2 1/2 необратимое / irreversible

3 15828 + + + + + + + - 1/10 1/2 обратимое / reversible

4 15832 + + + + + + + + 1/100 1/100 необратимое / irreversible

5 15885 + + + + + + + - 1/2 - обратимое / reversible

6 19720 + + + + + + + - - - -

7 20616 + + + + + - - + - - -

8 20617 + + + + + - - + - - -

9 21001 + + + + + + + + 1/100 1/100 необратимое / irreversible

10 21002 + + + + + - - - - - -

11 21004 + + + + + - - + 1/2 - обратимое / reversible

12 21005 + + - + + - - + - - -

13 21007 + + + + + + + + 1/100 1/100 необратимое / irreversible

14 21009 + + + + + + + + 1/10 1/10 необратимое / irreversible

15 21012 + + + + + + + + 1/10 1/10 необратимое / irreversible

16 21013 + + + + + - - + - - -

17 21015 + + + + + + + + 1/10 1/10 необратимое / irreversible

18 21017 + + + + + + + + 1/10 1/10 необратимое / irreversible

19 21019 + + - + + - - + - - -

20 21021 + + + + + + + + 1/100 1/100 необратимое / irreversible

21 21023 + + + + + + - + - - -

22 21024 + + + + + + + + 1/2 1/2 необратимое / irreversible

23 21030 + + + + + + + + 1/10 1/10 необратимое / irreversible

24 21032 + + + + + + - + - - -

25 RPMI-1640 - - -

26 RPMI-1640 + 
1% сыв-ка / 

serum

- - -

 «1/2-1/100» – разведение, в котором наблюдался цитотоксический эффект;
«-» – отрицательный результат (отсутствие признака).
“1/2-1/100” – dilution in which cytotoxic effect was observed;
“-” – negative result (absence of sign).
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Результаты исследования и их обсуждение

На первом этапе исследования было проведено полноге-

номное секвенирование штаммов V. vulnificus. На основании 

анализа генов факторов патогенности было установлено 

наличие гена, кодирующего белок гемолизина/цитолизина 

(vvhA), у всех взятых в работу штаммов. Ген rtxA1, кодирую-

щий основной цитотоксин MARTX V. vulnificus, ответствен-

ный за цитотоксические и цитопатические изменения кле-

ток, включая некроз и апоптоз во время инфекции [19], 

также присутствовал у всех штаммов. С помощью web-

ресурса SWISS-MODEL было произведено моделирование 

пространственной структуры доменов цитотоксина MARTX 

исследуемых штаммов. На рис. 1 продемонстрирована 

3D-структура данных доменов на примере штамма 

V. vulnificus 21007.

Необходимо отметить различия по содержанию вариа-

бельных эффекторных доменов у взятых в работу штаммов 

(табл. 2). Домен цистеинпротеазы (CPD), который ответ-

ственен за расщепление молекулы токсина при переходе 

доменов с токсическим действием в цитоплазму клеток-хо-

зяев и домен α/β-гидролазы (ABH), специфически связан-

ный с ингибированием фагоцитоза, аутофагии и транспор-

та эндоцитов, имели все взятые в работу штаммы. Домен 

аутопротеолитической цистеиновой протеазы (MCF), как 

принято считать, ассоциированный с индукцией апопто-

за [11], отсутствовал только у одного штамма V. vulnificus

21005. Домены RID (инактивирующий ГТФазу), DUF (домен 

неизвестной функции) и RRSP (специфической эндопепти-

дазы) присутствовали у испытуемых штаммов в разных 

сочетаниях. 

Для определения цитотоксической активности исследуе-

мых изолятов V. vulnificus использовали культуры клеток 

L-929 (фибробласты мышей) и HeLa (клетки карциномы 

шейки матки человека). Эксперименты на каждой из клеточ-

ных линий показали, что клетки HeLA отличались большей 

чувствительностью к действию токсинсодержащих образцов 

штаммов V. vulnificus, поэтому они и были использованы в 

дальнейшей работе. Просмотр клеток HeLa в микроскопе 

после инкубации с опытными пробами V. vulnificus позволил 

выявить изменение их морфологии в виде набухания, окру-

гления, утончения или полного разрушения клеток. В то же 

время клетки HeLa в контроле были представлены типичным 

монослоем на всем протяжении эксперимента. Результаты 

изучения биологической активности изолятов V. vulnificus на 

культуре клеток HeLa в зависимости от наличия основных 

факторов патогенности отражены в табл. 2.

Данные, представленные в табл. 2, демонстрируют, что 

штаммы в зависимости от содержания тех или иных доме-

нов токсина MARTX проявляли различную степень цитоток-

сичности и цитопатогенности в отношении монослойной 

клеточной линии HeLa. Штаммы, которые содержали весь 

комплекс доменов токсина MARTX, проявляли выраженный 

необратимый цитотоксический эффект через 24 и 48 ч во 

всех разведениях, начиная от 1/2 до 1/100 (рис. 2).

Стоит отметить также, что штаммы V. vulnificus №№ 

13344, 15828, 15885, у которых отсутствовал только домен 

специфической эндопептидазы (RRSP), и № 21004, без до-

менов DUF (неизвестной функции) и RID (инактивирующий 

ГТФазу), проявляли цитотоксический эффект, однако его 

действие было обратимо через 48 ч. У штаммов V. vulnificus

№№ 19720, 21023 и 21032, которые не имели в составе ток-

сина MARTX только домена специфической эндопептидазы, 

морфологических и деструктивных изменений клеток-мише-

ней зарегистрировано не было. Таким образом, выявлена 

закономерность между наличием доменов RRSP и RID в 

составе токсина и проявлением биологической активности. 

При отсутствии одного из этих доменов цитотоксическое 

действие штаммов V. vulnificus на культуру клеток снижа-

лось или имело обратимый эффект. Это может свидетель-

ствовать о важной роли упомянутых доменов в проявлении 

цитотоксической активности V. vulnificus. 

1 2а 2б 2в

Рис. 2. Цитотоксическое действие штамма V. vulnificus №13344 

на культуру клеток HeLa. Фазово-контрастная микроскопия 

(увеличение 4 × 60).

1 – контроль жизнеспособности клеток в среде культивирования; 

2 – воздействие на клетки (округление клеток и гибель):

а) разведение 1/2 – на ++++;

б) разведение 1/10 – на +++;

в) разведение 1/100 – на +.

Fig. 2. Cytotoxic effect of V. vulnificus strain 13344 on HeLa cell 
culture. Phase-contrast microscopy (magnification 4 × 60).
1 – control of cell viability in the culture medium;

2 – effect on cells (cell rounding and death):

a) dilution 1/2 – by ++++;

b) dilution 1/10 – by +++;

c) dilution 1/100 – by +.
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Заключение

В результате сравнительного изучения свойств коллекци-

онных перевиваемых клеточных линий животных L929 (мы-

шиных фибробластов) и человека HeLa (клетки карциномы 

шейки матки человека) установлено, что наиболее эффек-

тивной моделью для оценки цитотоксичности штаммов 

V. vulnificus in vitro является монослойная клеточная линия 

HeLa. Клетки этой линии обладали относительно высокой 

чувствительностью в отношении токсинсодержащих штам-

мов, что позволяет рекомендовать ее в качестве модели для 

оценки цитотоксической активности возбудителя V. vulnificus.

Скрининг штаммов V. vulnificus на перевиваемой клеточной 

линии HeLa показал, что штаммы, несущие гены vvhA, rtxA1 и 

имеющие все шесть доменов токсина MARTX, обладали необ-

ратимым цитотоксическим эффектом, который регистрирова-

ли через 24 и 48 ч после контакта с клетками-мишенями.

По содержанию эффекторных доменов исследуемые изо-

ляты V. vulnificus отличались. Отсутствие любого из доме-

нов, особенно RRSP или RID, сопровождалось уменьшением 

активности токсина MARTX, и, как следствие, снижалось 

цитотоксическое действие V. vulnificus на культуру клеток.
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Н о в о с т и  н а у к и

Эффективное редактирование генома

Инфекция мочевыводящих путей (ИМП) является одной из наиболее распространенных бактериальных инфекций в мире. 

Основным возбудителем ИМП является уропатогенная Escherichia coli (UPEC). Существует настоятельная необходимость в 

новых стратегиях профилактики и лечения ИМП из-за растущей частоты возникновения резистентности к антимикробным 

препаратам среди уропатогенов. ABU 83972, бессимптомный штамм E. coli, вызывающий бактериурию, предотвращает 

ИМП, подавляя колонизацию UPEC.  Однако природа конкуренции и подавления роста UPEC ABU 83972 неясна и является 

предметом этого исследования. Охарактеризована кинетика роста ABU 83972 и уропатогенов в моче человека и лаборатор-

ных средах. Затем была проведена серия экспериментов по конкурентному совместному культивированию, в которых ABU 

83972 и уропатогены были инокулированы в соотношении 1 : 1 в мочу человека и в различные среды, и было определено 

их относительное содержание. В моче человека ABU 83972 превзошел UPEC и дополнительные уропатогены, достигнув 90% 

от общей популяции после 24 часов инкубации. Напротив, UPEC превзошел ABU 83972 в минимальных средах LB и M9 и 

продемонстрировал лучшую колонизацию, чем ABU 83972 в мочевом пузыре мышей. Поскольку сконструированные живые 

материалы (ELM) могут использоваться для удержания интересующего организма в определенном месте, были разработа-

ны ELM, содержащие ABU 83972, которые эффективно превзошли UPEC в моче человека. Эта работа устанавливает, что 

ABU 83972 превзойдет UPEC в зависимости от среды и плотности клеток, что подчеркивает важность метаболитов и пита-

тельных веществ, обнаруженных в моче человека, как детерминант конкурентной приспособленности ABU 83972. 

George I, Kalairaj MS, Zimmern PE, Ware TH, Subashchandrabose S.

Competitive fitness of asymptomatic bacteriuria E. coli strain 83972 against uropathogens in human urine.

Infect Immun. 2024 Jun 11;92(6):e0017324. DOI: 10.1128/iai.00173-24

https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor
https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor


Э к с п е р и м е н т а л ь н а я  с т а т ь я

77

Бактериология, 2024, том 9, №3, с. 77–82

Bacteriology, 2024, volume 9, No 3, p. 77–82

DOI: 10.20953/2500-1027-2024-3-77-82

Определение антагонистической активности 

пробиотических штаммов в отношении 

клинических изолятов и микроорганизмов, 

персистирующих в пищеварительном тракте 

пушных зверей семейства Canidae клеточного 

содержания 

А.С.Сюткина, Т.А.Скуднова, В.Г.Комоско, Г.В.Комоско, О.А.Новикова

ФГБОУ ВО «Вятский государственный университет», Киров, Российская Федерация

Статья посвящена изучению антагонистической активности между микроорганизмами, в частности трех штаммов лак-
тобацилл в отношении клинических культур возбудителей госпитальных инфекций, в т.ч. антибиотикорезистентных, и 
культур, выделенных из желудочно-кишечного тракта клеточных пушных зверей семейства Canidae. На современном 
этапе взаимоотношения между микроорганизмами рассматриваются комплексно, изучаются механизмы взаимодей-
ствия со стороны каждого участвующего в них вида. Согласно требованиям к конструированию пробиотических пре-
паратов отбор новых штаммов проводят по ряду утвержденных методик и оценивают в соответствии с ОФС.1.7.2.0012.15 
«Производственные пробиотические штаммы и штаммы для контроля пробиотиков». Одним из этапов отбора является 
изучение антагонистической активности. Целью исследования послужила оценка антагонистической активности про-
биотических лактобацилл с использованием двухслойной методики по Фредерику. Антагонистическая активность 
исследуемых штаммов лактобактерий изучена в отношении 101 группы микроорганизмов, из них 71 штамм был иден-
тифицирован и изучен в отношении лекарственной устойчивости, в т.ч. к антибиотикам. Содержимое пищеварительно-
го тракта получали от клеточных пушных зверей семейства Canidae, содержащихся в условиях звероводческого хозяй-
ства ООО «Звероводческое племенное хозяйство «Вятка» Кировской области. Микробиоту желудочно-кишечного 
тракта выделяли в соответствии с методическими рекомендациями. Выделенные от животных культуры микроорганиз-
мов идентифицировали в основные группы: Staphylococcus sp., среди которых выделяли S. aureus, S. epidermidis, 
S. saprophyticus; Enterococcus sp. (дифференцировали на E. faecium и E. faecalis); бактерии группы кишечной палочки, 
среди которых обнаружены лактозонегативные Escherichia coli и Salmonella sp.; микроскопические грибы рода Candida 
sp. и Endomices lactis. Степень антагонистической активности оценивали по диаметру зоны задержки роста клинических 
культур возбудителей и групп микроорганизмов, выделенных из желудочно-кишечного тракта клеточных пушных зверей 
семейства Canidae. В результате проведенных исследований установлено, что три штамма: Lactobacillus plantarum 
ПЛ-99 ВКПМ В-11747, L. plantarum ПЛ-98 ВКПМ В-11746, Lactobacillus buchneri БХ-99 ВКПМ В-11839, выращенные на 
среде MRS-4 и изученные по методике Фредерика, обладают высокой антагонистической активностью в отношении 
штаммов из коллекции клинических лекарственно устойчивых изолятов и культур микроорганизмов, выделенных из 
желудочно-кишечного тракта клеточных пушных зверей семейства Canidae.
Ключевые слова: лактобациллы, антагонистическая активность, микрофлора пищеварительного тракта, пушные 
звери
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В
кишечнике хищных млекопитающих, как и у других 

видов животных, обитает свыше 400 видов различных 

микроорганизмов, представляющих собой отдельный 

орган – так называемый микробиом [1]. Микробиом челове-

ка и животных состоит не только из бактерий, но также из 

археев и эукариот, таких как простейшие, грибы и немато-

ды, вирусы [2, 3]. Сложная микробная ассоциация осущест-

вляет преимущественно пищеварительную функцию и 

защищает организм от действия болезнетворных факто-

ров, в т.ч. и патогенных бактерий, препятствуя их размно-

жению и проникновению в стенку кишечника. Благодаря 

успешной конкуренции за питательные вещества бактерии 

кишечника предотвращают колонизацию кишечника пато-

генными микроорганизмами, выделяя антимикробные сое-

динения, энергозависимые жирные и химически модифици-

рованные желчные кислоты, что создает среду, неблаго-

приятную для развития патогенных микроорганизмов [4].

Множество разнообразных групп микроорганизмов засе-

ляет желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) любого организма с 

первых минут жизни. В этот период в кишечнике превалиру-

ет кокковая микрофлора и клостридии, затем начинают до-

минировать неспоровые анаэробные бактерии и к концу 

первого месяца жизни формируется микробная популяция, 

сходная с таковой у взрослых особей [5, 6]. В первые дни 

жизни качественный и количественный состав кишечной 

микрофлоры животных не способен предотвращать заселе-

ние кишечника посторонними микроорганизмами, в т.ч. и 

патогенными [7]. Становление кишечного нормобиоза в ос-

новном завершается к 20–25-суточому возрасту животного, 

характеризуется преобладанием бифидо- и лактобактерий 

(в норме – 80–90% всей микрофлоры кишечника). С этого 

возраста у животных наряду с факторами клеточного и гу-

морального иммунитета появляется еще одна линия защи-

ты – слизистая оболочка кишечника, содержащая антагони-

стически активную нормальную микрофлору, препятствую-

щую проникновению патогенов [8, 9]. В первый месяц жизни 

животные лишены первичного неспецифического барьера – 

эту роль выполняет кишечная нормофлора, которая вступа-

ет в борьбу с патогенной и условно-патогенной микрофло-

рой еще до инициации других неспецифических, а затем и 

специфических механизмов защиты [10]. 

В состав облигатной нормофлоры ЖКТ человека и живот-

ных входят бифидо- и молочнокислые бактерии, при этом 

~90% пристеночного содержимого составляют бифидобак-

терии и бактериоиды [11].

Преобладающей группой эубиотической флоры ЖКТ жи-

вотных являются бифидобактерии, синтезирующие в про-

цессе метаболизма аминокислоты, полисахариды, витами-

ны группы B (B1, B2, B6), пантотеновую и фолиевую кислоты, 

уксусную, молочную с примесями муравьиной и янтарной 

кислоты и другие биологически активные компоненты [11]. 

Они также улучшают процессы гидролиза и всасывания ли-

пидов, белков, углеводов, участвуют в минеральном обмене, 

препятствуют колонизации кишечника условно-патогенными 

микроорганизмами за счет высокой колонизирующей спо-

собности и адгезивной активности [11–14].

Moлoчнoкиcлыe бактерии являются постоянными обита-

телями ЖКТ животных. Они присутствуют практически во 

всех его отделах, поддерживая состояние динамического 

равновесия в экологической системе «макроорганизм – ми-

кроорганизм – внешняя среда». В пищеварительном тракте 

животных встречаются молочнокислые бактерии рода 

Lactobacillus следующих видов: L. acidophilus, L. salivarius, 

L. plantarum, L. fermentum, L. cellobiosus и др. [15].

Лактобациллы выполняют важную роль в поддержании 

колонизационной резистентности организма, а также уча-

ствуют в пищеварительной, биосинтетической, детоксициру-

ющей и других функциях нормофлоры человека и животных. 

Наряду с бифидобактериями они играют значительную роль 

в метаболизме белков, жиров, углеводов, нуклеиновых кис-

лот, желчных кислот, холестерина, гормонов, оксалатов. 

Они также способны деградировать отдельные токсины, 

The article is devoted to the study of antagonistic activity between microorganisms, in particular three strains of lactobacilli in 
relation to clinical cultures of pathogens of hospital infections, including antibiotic-resistant and cultures isolated from the 
gastrointestinal tract of cellular fur-bearing animals of the family Canidae. At the present stage, the relationship between 
microorganisms is considered comprehensively, the mechanisms of interaction on the part of each type of microorganism involved 
in them are studied. In accordance with the requirements for the design of new probiotic drugs, the selection of new strains is 
carried out according to a number of approved methods and evaluated in accordance with the OFS.1.7.2.0012.15 “Production 
probiotic strains and strains for probiotic control”. One of the stages of selection is the study of antagonistic activity. The aim of 
the study was to evaluate the antagonistic activity of probiotic lactobacilli using a two-layer Frederick technique. The antagonistic 
activity of the studied lactobacillus strains was studied against 101 groups of microorganisms, of which 71 strains were identified 
and studied for drug resistance, including to antibiotics. The contents of the digestive tract were obtained from cellular fur-bearing 
animals of the Canidae family, kept in the conditions of the fur breeding farm of LLC “Fur breeding breeding farm “Vyatka” of the 
Kirov region. The microbiota of the gastrointestinal tract was isolated in accordance with the Guidelines. The cultures of 
microorganisms isolated from animals were identified into the main groups: Staphylococcus sp., among which S. aureus, 
S. epidermidis, S. saprophyticus were isolated; Enterococcus sp. was differentiated into E. faecium and E. faecalis; E. coli 
bacteria: Escherichia coli, among which were found Lactose-negative Escherichia coli and Salmonella sp.; microscopic fungi of 
the genus Candida sp. and Endomices lactis. The degree of antagonistic activity was assessed by the diameter of the growth 
retardation zone of clinical cultures of pathogens and groups of microorganisms isolated from the gastrointestinal tract of cellular 
fur-bearing animals of the Canidae family. As a result of the conducted studies, it was found that three strains: Lactobacillus 
plantarum PL-99 VKPM B-11747, L. plantarum PL-98 VKPM B-11746, Lactobacillus buchneri BX-99 VKPM B-11839, grown on 
MRS-4 medium and studied by the Frederick method have high antagonistic activity against strains from the collection clinical 
drug-resistant isolates and cultures of microorganisms isolated from the gastrointestinal tract of cellular fur-bearing animals of the 
Canidae family.
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канцерогены, аллергены, препятствуют всасыванию токсич-

ных продуктов метаболизма, в первую очередь аммиака и 

отдельных аминов, предупреждают избыточное развитие 

гнилостных процессов в кишечнике, инактивируют вредные, 

в т.ч. канцерогенные, ферменты и др. [16].

Протеолитические бактерии в норме выполняют следую-

щие положительные функции. Эшерихии (кишечные палоч-

ки) способствуют гидролизу лактозы, участвуют в продук-

ции витаминов, в первую очередь витамина К, витаминов 

группы В, вырабатывают колицины, тормозящие рост энте-

ропатогенных кишечных палочек, стимулируют антителоо-

бразование. Бактероиды расщепляют желчные кислоты, 

участвуют в процессах липидного обмена, стимулируют 

иммунную систему. Энтерококки сбраживают разнообраз-

ные углеводы с образованием в основном молочной кисло-

ты, без образования газа, сбраживают лактозу, восстанав-

ливают нитраты.

Состав кишечной микрофлоры у разных животных может 

отличаться по количеству микробных групп при сохранении 

их видового состава, а также большинству животных свой-

ственны общие усредненные показатели видового и коли-

чественного состава микробиоты для разных областей их 

тела [17].

Исследования микробных показателей ЖКТ у пушных 

зверей клеточного содержания представлены недостаточно. 

Авторами установлены основные группы микроорганизмов, 

персистирующих в ЖКТ пушных зверей промышленного со-

держания: Bifidobacteium sp., Lactobacillus sp., Staphylococcus 

sp., Streptococcus sp., Escherichia coli, в т.ч. с дифференциа-

цией на сероводородобразующие и лактозонегативные, 

дрожжи и дрожжеподобные грибы, бактерии рода Proteus, 

Clostridium sp., Salmonella sp. и др. [18, 19].

Отбор штаммов для конструирования новых пробиотиче-

ских препаратов проводят по ряду утвержденных методик и 

оценивают в соответствии с ОФС.1.7.2.0012.15 «Производст-

венные пробиотические штаммы и штаммы для контроля 

пробиотиков». Одним из этапов отбора является изучение 

антагонистической активности.

Цель работы: оценить антагонистическую активность 

штаммов микроорганизмов Lactobacillus plantarum ПЛ-99 

Рис. 1. Рост L. plantarum ПЛ-99 на среде MRS-4.

Fig. 1. Growth of L. plantarum PL-99 on MRS-4 medium.

Рис. 3. Микропрепарат L. plantarum ПЛ-99, окраска по Граму, 

объектив ×100.

Fig. 3. Micropreparation of L. plantarum PL-99, Gram staining, ×100 
objective.

Рис. 2. Антагонистическая активность штамма L. plantarum 

ПЛ-99 в отношении выделенного из ЖКТ пушных зверей E. coli.
Fig. 2. Antagonistic activity of the L. plantarum PL-99 strain against 
E. coli isolated from the gastrointestinal tract of fur animals.

Рис. 4. Микропрепарат L. buchneri БХ-99, окраска по Граму, объ-

ектив ×100.

Fig. 4. Micropreparation of L. buchneri BH-99, Gram staining, ×100 
objective.
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ВКПМ В-11747, L. plantarum ПЛ-98 ВКПМ В-11746, 

Lactobacillus buchneri БХ-99 ВКПМ В-11839 для дальнейшего 

использования в качестве пробиотических штаммов.

Материалы и методы

В качестве культур-антагонистов были взяты три штамма 

лактобацилл: L. plantarum ПЛ-99 ВКПМ В-11747, L. plantarum 

ПЛ-98 ВКПМ В-11746, L. buchneri БХ-99 ВКПМ В-11839, де-

понированных во Всероссийской коллекции промышленных 

микроорганизмов. Штаммы лактобактерий выращивали на 

среде MRS-4 в течение 48 ч. В качестве индикаторных куль-

тур использовали штаммы клинических культур возбудите-

лей госпитальных (внутрибольничных) инфекций различных 

видов, в большинстве своем резистентные к различному 

набору антибиотиков, а также группы микроорганизмов, вы-

деленных из ЖКТ пушных зверей семейства Canidae кле-

точного содержания (енотовидная собака, лисица и песец). 

Содержимое ЖКТ получали от пушных зверей звероводче-

ского хозяйства ООО «Звероводческое племенное хозяй-

ство «Вятка» Кировской области общепринятыми методами. 

Микробиоту ЖКТ выделяли в соответствии с методически-

ми рекомендациями «Бактериологическая диагностика дис-

бактериоза кишечника» (утв. Минздравом РСФСР 14 апре-

ля 1977 г.). Антагонистическую активность штаммов лакто-

бацилл изучали с использованием двухслойной методики по 

Фредерику [20]. Степень антагонистической активности 

оценивали по следующим критериям: нулевая – при диаме-

тре зоны отсутствия роста до 1,0 мм, низкая – 1,1–4,9 мм, 

средняя – 5,0–8,9 мм, высокая – ≥9,0 мм (рис. 1–4). 

Выделение микробных культур из ЖКТ пушных зверей 

проводили в два этапа: 1-й этап – в 45-дневном возрасте, в 

день или на следующий день после отсадки от матери и пе-

реводе на основной рацион, 2-й этап – в возрасте 8 мес. 

Идентификацию выделенных микроорганизмов проводили 

общепринятыми методами по морфологическим, тинктори-

альным, культуральным и биохимическим свойствам. 

Выделенные культуры микроорганизмов идентифициро-

вали в основные группы: Staphylococcus sp., среди которых 

выделяли S. aureus, S. epidermidis, S. saprophyticus; Entero-

coccus sp. (дифференцировали на E. faecium и E. faecalis); 

бактерии группы кишечной палочки: E. coli, в т.ч. лактозоне-

гативные, и Salmonella sp.; микроскопические грибы рода 

Candida sp. и Endomices lactis. Выделение и хранение куль-

тур во время исследования проводили на соответствующих 

питательных средах. 

Определения антагонистической активности штаммов 

лактобактерий проводили двуслойным методом. Иссле-

дуемые штаммы L. plantarum ПЛ-99 (рис. 2), L. plantarum ПЛ-

98, L. buchneri БХ-99 отобраны по спектру подавления роста 

в отношении клинических изолятов микроорганизмов и 

культур, выделенных из кишечного содержимого клеточных 

пушных зверей семейства Canidae. 

Результаты исследования и их обсуждение

Антагонистическая активность исследуемых штаммов 

лактобактерий изучена в отношении 101 группы микроор-

ганизмов, из них 71 штамм был идентифицирован и изучен 

Таблица. Антагонистическая активность штаммов лактоба-

цилл 

Table. Antagonistic activity of lactobacilli strains

Индикаторный штамм / 
Indicator strain

К
ол

-в
о

 ш
та

м
м

о
в 

/ 
N

u
m

b
e
r 

o
f 

st
ra

in
s

Диаметр зон подавления роста, 
мм / 

Diameter of growth inhibition 
zones, mm

L. 
buchneri 
БХ-99

L. 
plantarum 

ПЛ-98

L. 
plantarum 

ПЛ-99

Staphylococcus aureus, в т.ч. MRS 10 15–40 18–40 17–45

Staphylococcus aureus, NO 89, ЛУ 1 46 42 60

Staphylococcus aureus, NO 101, ЛУ 1 50 42 54

Staphylococcus sciuri NO 95, ЛУ 1 >60 >60 >60

Enterococcus faecium, в т.ч. ЛУ 7 25–60 25–60 25–60

Enterococcus faecalis, в т.ч. ЛУ 4 22–28 25–30 25–30

Enterococcus gallinarum, в т.ч. ЛУ 2 25–27 30–32 30–32

Enterococcus casseliflavus, ЛУ 1 30 29 28

Listeria monocytogenes, в т.ч. ЛУ 10* >60 >60 >60

Klebsiella pneumonia NO 77, ЛУ 1* >60 >60 50

Klebsiella pneumonia NO 94/1, ЛУ 1* >60 >60 >60

Acinetobacter baumannii NO 91, ЛУ 1* >60 >60 >60

Pseudomonas aeruginosa NO 128, ЛУ 1* >60 >60 >60

Enterobacter cloacae NO 110, ЛУ 1* 60 56 60

Enterobacter kobei NO 105, ЛУ 1* >60 >60 >60

Raoultella ornithinolytica NO 109, ЛУ 1* >60 >60 >60

Raoultella planticola NO 108, ЛУ 1 27 27 31

Aeromonas hidrophila NO 10, ЛУ 1 28 30 32

Leclercia adecarboxylata NO 112, ЛУ 1 27 27 30

Pluralibacter pyrinus NO 11, ЛУ 1 27 30 30

Stenothrophomonas maltophilia NO 
3420, ЛУ

1 34 36 35

Shigella flexneri B 8116, ЛУ 1 26 30 30

Shigella sonney S form, ЛУ 1 25 22 30

Shigella dysenteriae Tuck 1362, ЛУ 1 40 30 30

Escherichia coli, в т.ч. ЛУ 14 20–27 23–30 22–32

Salmonella typhimurium 490/60 1 25 26 29

Salmonella choleraesuis 1 26 25 30

Salmonella infantis Новгород 1 1 28 27 30

Salmonella enteritidis 237 1 20 23 23

Salmonella gallinarum 95 1 25 25 24

Культуры, выделенные из ЖКТ клеточных пушных зверей семейства 
Canidae / Cultures isolated from the gastrointestinal tract of caged fur-bearing 
animals of the Canidae family

Staphylococcus aureus 3 15–45 18–50 17–45

Staphylococcus epidermidis 4 22–50 18–40 25–53

Staphylococcus saprophyticus 5 30–60 28–55 25–60

Enterococcus faecium 3 30–60 25–55 25–60

Enterococcus faecalis 3 22–40 25–38 25–45

Escherichia coli 3 25–40 30–45 28–43

Escherichia coli лактозонегативная 2 22–35 28–40 22–32

Salmonella sp. 2 25–38 22–35 28–40

микроскопические грибы рода 
Candida sp

3 25–40 23–40 30–45

Endomices lactis 2 >60 >60 >60

* штаммы лактобацилл индикаторных культурах выращивали на среде MRS-4 
в течение 48 ч, остальные в течение 24 ч; ЛУ – лекарственно-устойчивые. / 
*lactobacilli strains in indicator cultures were grown on MRS-4 medium for 48 hours, 
the rest for 24 hours; ЛУ – drug-resistant
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в отношении лекарственной устойчивости, в т.ч. к антибио-

тикам (таблица). При анализе полученных результатов 

установлено, что зоны задержки роста стафилококковой 

лекарственно-устойчивой группы (n = 12) была в диапазо-

не от 15 до 60 мм, в зависимости от штамма лактобакте-

рий, при этом в исследованиях, проведенных на микроб-

ных культурах Staphylococcus sp. (n = 12), выделенных из 

пищеварительного тракта клеточных пушных зверей, диа-

пазон задержки зоны роста находился в тех же пределах – 

от 15 до 60 мм. В отношении лекарственно-устойчивых 

энтерококков (n = 7) и у выделенных от животных культур 

зоны задержки роста составляли от 22 до 60 мм. Штаммы 

E. coli (n = 14) из коллекции клинических лекарственно-

устойчивых изолятов в отношении исследуемых штаммов 

лактобактерий дают зону задержки роста от 20 до 32 мм, а 

у выделенных из содержимого ЖКТ групп E. coli – от 22 до 

45 мм. Зоны задержки роста в отношении идентифициро-

ванных сальмонелл (n = 5) были на уровне от 20 до 30 мм, 

в отношении выделенных групп Salmonella sp. (n = 2) – в 

пределах от 22 до 40 мм. Штаммы L. plantarum ПЛ-99 

ВКПМ В-11747, L. plantarum ПЛ-98 ВКПМ В-11746, L. buch-

neri БХ-99 ВКПМ В-11839 проявляют высокую антагонисти-

ческую активность в отношении штаммов из коллекции 

клинических лекарственно-устойчивых изолятов Listeria 

monocytogenes, Klebsiella pneumonia NO 77, Klebsiella 

pneumonia NO 94/1, Acinetobacter baumannii NO 91, 

Pseudomonas aeruginosa NO 128, Enterobacter cloacae NO 

110, Enterobacter kobei NO 105, Raoultella ornithinolytica NO 

109 и выделенного E. lactis, при зона задержки роста со-

ставляет >60 мм. 

Заключение

В результате проведенных исследований установлено, 

что все три штамма: L. plantarum ПЛ-99 ВКПМ В-11747, 

L. plantarum ПЛ-98 ВКПМ В-11746, L. buchneri БХ-99 ВКПМ 

В-11839, выращенные на среде MRS-4 (среда содержит 

2,2% глюкозы, pH 7,0 ± 0,2) и изученные по методике 

Фредерика, обладают высокой антагонистической активно-

стью в отношении 71 штамма из коллекции клинических 

лекарственно-устойчивых изолятов и 30 культур микроорга-

низмов, выделенных из ЖКТ клеточных пушных зверей се-

мейства Canidae. Все изученные штаммы лактобацилл вы-

сокоактивны и могут быть использованы для дальнейшего 

изучения в качестве штаммов для использования в пробио-

тических кормовых добавках для клеточных пушных зверей 

семейства Canidae.
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Оценка способности Klebsiella pneumoniaе 
образовывать биопленку

С.В.Титова, А.С.Анисимова, Н.В.Аронова

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

Российская Федерация

Klebsiella pneumoniae является условно-патогенным микроорганизмом, который может вызывать заболевания челове-
ка. Образование биопленки является одним из факторов персистенции и вирулентности штаммов. 
Цель работы – оценка способности классических и гипермукоидных вариантов штамма K. pneumoniaе образовывать 
биопленку на абиотических субстратах в разных питательных средах. 
Материалы и методы. Исследованы штаммы, выделенные от больных с внебольничной пневмонией, разных морфо-
типов: классические и гипермукоидные. Формирование биопленок изучали на разных абиотических субстратах (поли-
стирол и стекло), питательных средах при разной исходной концентрации бактерий, согласно общепринятой и автор-
ской методикам.
Результаты. Интенсивность прироста (ИП) бактериальных масс в первые сутки была на высоком уровне у штаммов всех 
морфотипов, что свидетельствовало об их способности размножаться в питательных средах – МПА и бульон LB) при 
температуре 37°С. ИП бактериальной массы в LB-бульоне был выше, чем в МПА однако это не повлияло на дальнейшее 
формирование биопленки. Адгезия к гидрофобным поверхностям (полистироловым лункам) и к гидрофильной поверх-
ности стекол, формирование биопленки всех морфотипов штаммов K. pneumoniaе, культивируемых в питательных бульо-
нах, имела штаммовые различия. Все штаммы гипермукоидной группы сформировали биопленки в первые сутки.
Заключение. Штаммы K. pneumoniae гипермукоидной и классической группы способны формировать биопленки в 
высокопитательных средах, на гидрофильных и гидрофобных абиотических поверхностях в разные сроки. Внутри 
групп штаммы K. pneumoniaе отличались по степени биопленкообразования, которая зависела от их исходных концен-
траций. 
Ключевые слова: биопленка, Klebsiella pneumoniae, классический морфотип, гипермукоидный морфотип, абиотиче-
ский субстрат
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Assessment of the ability of Klebsiella pneumoniaе 
to form biofilm

S.V.Titova, A.S.Anisimova, N.V.Aronova

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

Klebsiella pneumoniae is an opportunistic microorganism that can cause human disease. Biofilm formation is one of the factors 
of persistence and virulence of strains.
Aim – assessment of the ability of K. pneumoniae classical and hypermucoid strains to form a biofilm on abiotic substrates in 
different nutrient media. 
Materials and methods. Strains isolated from patients with community-acquired pneumonia of different morphotypes were 
studied: classical and hypermucoid. The formation of biofilms was studied on different abiotic substrates (polystyrene and 
glass), nutrient media at different initial concentrations of bacteria, according to generally accepted and proprietary methods. 
Results. The growth rate (PI) of bacterial masses on the first day was at a high level in strains of all morphotypes, which 
indicated their ability to multiply in nutrient media (MPA and LB broth) at a temperature of 37°C. The PI of the bacterial mass in 
LB broth is higher than in MPА, but this did not affect the further formation of biofilm. Adhesion to hydrophobic surfaces 
(polystyrene wells) and to the hydrophilic surface of glasses, the formation of a biofilm of all morphotypes of K. pneumoniae 
strains cultivated in nutrient broths had strain differences. All strains of the hypermucoid group formed biofilms on the first day. 
Conclusion. K. pneumoniae strains of the hypermucoid and classical groups are capable of forming biofilms in highly nutritious 
environments, on hydrophilic and hydrophobic abiotic surfaces at different times. Within the groups, K. pneumoniae strains 
differed in the degree of biofilm formation, which depended on their initial concentrations.
Key words: biofilm, Klebsiella pneumoniae, classical morphotype, hypermucoid morphotype, abiotic substrate
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О
бразование биопленок (БП) – одна из основных при-

чин персистенции патогенных бактерий, вызывающих 

у человека тяжелые заболевания и вспышки внутрибольнич-

ных инфекций. Это универсальное свойство микроорганиз-

мов является одним из факторов вирулентности, способ-

ствует колонизации живых тканей и медицинских изделий и 

обусловливает снижение чувствительности к противоми-

кробным препаратам [1–3]. 

Klebsiella pneumoniae – вид грамотрицательных факульта-

тивно-анаэробных капсульных бактерий, относящийся к ус-

ловно-патогенным микроорганизмам, которые могут играть 

важную роль в инфекционной патологии человека за счет 

способности вызывать заболевания в мочевыводящих и ды-

хательных путях, крови и мягких тканях, а также являться 

частой причиной внутрибольничных инфекций [4–7].

В научной литературе содержится информация о способ-

ности K. pneumoniae формировать БП как на абиотических 

поверхностях, например на медицинских устройствах и кате-

терах, так и на тканях человека [7–9]. В соответствии с фено-

типическими и генотипическими характеристиками 

K. pneumoniae можно разделить на классические (cKP) и ги-

первирулентные (hvKP) морфотипы. Классическая форма 

может эволюционировать в гипервирулентную путем приоб-

ретения плазмиды, несущей гены устойчивости к карбапене-

мам [10] или гены гипервирулентности, в частности гены ги-

пермуковязкого фенотипа (rmpA и rmpA2) [11]. Одним из 

факторов, способствующих образованию БП от начальной 

стадии адгезии до созревания, является полисахаридная кап-

сула, которая может защищать бактерии от антимикробных 

соединений, повышая их вирулентные свойства [12]. Из всех 

существующих на данный момент способов самым простым 

и быстрым методом in vitro является изучение биопленокоо-

бразования бактерий на 96-луночном планшете. K. pneumoniae 

обычно образует БП на границе «жидкость – твердое тело», 

прикрепляясь ко дну лунки; массу БП оценивают после окра-

шивания кристаллическим фиолетовым [8, 13–17]. 

Цель работы – оценка способности штаммов K. pneumo-

niaе классических и гипермукоидных морфотипов образовы-

вать биопленку на абиотических субстратах в разных пита-

тельных средах.

Материалы и методы

Исследованы 10 штаммов K. pneumoniaе, выделенные от 

больных с внебольничной пневмонией в период 2021–

2022 гг. на базе ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный 

институт» Роспотребнадзора. Культуры изолированы и 

идентифицированы с помощью комплексного подхода, 

включающего использование микробиологических и совре-

менных молекулярно-биологических методов – MALDI-TOF 

масс-спектрометрии. 

По фенотипическому признаку (морфология колоний, 

стринг-тест, толщина капсулы) штаммы были разделены на 

группы классические и гипермукоидные. В классическую 

группу вошли 5 штаммов K. pneumoniaе (К203, И7766, 

И9941, И7498, И7762кр), в группу гипермукоидных – также 

5 штаммов (И9939, 9932, 6865,7762р, 9537). 

Формирование БП изучали на разных абиотических суб-

стратах (полистирол и стекло), питательных средах при раз-

ной стартовой концентрации бактерий по ранее описанному 

методу, оценивая способность клеток холерных вибрионов к 

адгезии на полистироловой поверхности планшета с окра-

шиванием их генцианвиалетом [18]. Для адгезии использо-

вали 96-луночные полистироловые планшеты с плоскодон-

ными лунками. Суспензии готовили из суточных агаровых 

культур по отраслевому стандарту мутности Государствен-

ного научно-исследовательского института стандартизации 

и контроля медицинских биологических препаратов им. 

Л.А.Тарасевича (ОСО-42-25-59-86П) или измеряли с помо-

щью прибора Densi-La-Meter. Далее с помощью последова-

тельных 10-кратных разведений готовили взвеси культур в 

концентрациях 108, 107, 106 КОЕ/мл, вносили по 200 мкл в 

полистироловые лунки планшета, измеряли их оптическую 

плотность (ОП), величину которой принимали за стартовую. 

В качестве отрицательного контроля использовали лунки со 

стерильными питательными средами (мясопептонный бу-

льон (МПБ) и бульон LB). Планшеты культивировали в усло-

виях влажной камеры при 37°С в течение суток. Через 2, 4, 

6, 20, 24 ч рост планктонной культуры оценивали на спектро-

фотометре MultiscanPlus при длине волны 620 нм и выража-

ли в условных единицах ОП. Регистрировали ОП бактери-

альной суспензии в полистироловых лунках совместно с 

клетками, которые адгезировали на дне лунок. ОП бактери-

альной суспензии в физиологическом растворе использова-

ли для сравнения способности микробных клеток размно-

жаться в питательных средах. Оценивали интенсивность 

прироста (ИП) бактериальной суспензии по формуле [8]: 

ИП = ОП24 : ОП0, (1)

где ОП24 – оптическая плотность суспензии бактерий 

через 24 ч культивирования, 

ОП0 – исходная оптическая плотность. 

Значения ИП в контрольных средах были равны ≤1, в 

физиологическом растворе – стартовым величинам плотно-

сти культуры. 

Значения ИП оценивали следующим образом: 1–2 – при-

рост отсутствовал, 2–3 – незначительный/сомнительный, 

≥3 – высокий/значительный.

Для определения способности штаммов формировать БП 

сначала определяли контрольное значение оптической плот-

ности (ОПК), за которое принимали минимальное значение 

ОП контрольных лунок, превышение которого можно интер-

претировать как способность к формированию БП (степень 

биопленкообразования), по формуле [19]:

     ОПК = Мср (ОП лунок контроля) + 3 × σ (ОП лунок контроля), (2)

где Мср – среднее арифметическое значение ОП контроль-

ной лунки, σ – среднее квадратичное (стандартное) отклоне-

ние контрольных значений.

На основании полученных на спектрофотометре данных 

для каждого штамма рассчитывали среднее арифметиче-

ское значение ОП. Оценивали степень биопленкообразова-

ния по значениям ОП окрашенного растворителя (спирт), 

согласно [20]. При ОП ≥4 ОПК биопленкообразование счита-

ли высоким; 2-4 ОПК – умеренным; ≤2 ОПК – низким; 

≤1 ОПК – отсутствует.

Для изучения способности бактериальных клеток форми-

ровать БП на гидрофильной абиотической поверхности ис-

пользовали стеклянные пробирки [21] и покровные стекла 

[22]. Для этого штаммы K. pneumoniaе в исходной концентра-
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ции 107 КОЕ/мл переносили в стеклянные пробирки с МПБ и 

оставляли на сутки в термостате при 37°С. Через сутки от-

бирали содержимое пробирок, промывали дистиллирован-

ной водой и заливали пробирки 1%-м раствором генцианви-

алета (1 мл, 30 мин при комнатной температуре), далее 

промывали 2–3 раза дистиллированной водой. Учет произ-

водили качественно по визуальному признаку – синему 

кольцу на стенках стеклянных пробирок. 

Адгезию клеток K. pneumoniaе к поверхности покровных 

стекол и формированию БП наблюдали в динамике, исполь-

зуя методы световой и люминесцентной микроскопии [22]. 

Жизнеспособность планктонной и биопленочной форм 

K. pneumoniae учитывали по наличию роста на мясопептон-

ном агаре (МПА). Для этого покровные стекла размещали в 

пенициллиновых флаконах (пенфлаконах), одно стекло на 

один пенфлакон, и вносили среды культивирования до пол-

ного их погружения. Через определенные промежутки вре-

мени вынимали стерильным пинцетом стекла из каждой 

пробы, промывали их забуференным физиологическим рас-

твором (PBS) и в вертикальном положении помещали на 

листы фильтровальной бумаги, расположенные в чашке 

Петри, для удаления с их поверхности оставшейся жидкости. 

После этого стекла накладывали на поверхность агара, от-

печатывали с одной и другой стороны на агаровой пластине, 

оставляли в термостате при 37°С и на следующие сутки ре-

гистрировали наличие роста колоний. Второе стекло поме-

щали на предметное стекло, добавляли раствор акридино-

вого оранжевого в концентрации 20 мкг/мл (прижизненное 

флуорохромирование), накрывали покровным стеклом боль-

шего размера и исследовали методом люминесцентной ми-

кроскопии. Для световой микроскопии использовали фикси-

рованные микропрепараты с двойным окрашиванием Конго 

красным в течение 15 мин, затем фуксином – 10 мин [23].

Способность штаммов формировать БП изучали на раз-

ных средах: МПБ, бульон LB, в качестве сравнения исполь-

зовали PBS. 

Все эксперименты проводили в трехкратной повторности. 

Статистический анализ выполняли с использованием про-

граммы Medstatistica.ru. Полученные данные объединяли в 

вариационные ряды, на основании которых проводили рас-

чет средних арифметических величин (M). В качестве ошиб-

ки среднего представляли стандартное отклонение (σ) и от-

носительное стандартное отклонение (коэффициент вариа-

ции, CV). Статистическую значимость различий эксперимен-

тальных данных оценивали с помощью критерия Стьюдента, 

при уровне значимости p ≤ 0,05 достоверность считали зна-

чимой. 

Результаты исследования

Все исследуемые штаммы классической и гипермукоид-

ной групп обладали хорошим ростом, что отражалось в зна-

чениях ОП как показателя количества клеток за сутки куль-

тивирования в испытуемых питательных средах (табл. 1, 2). 

Концентрация клеток K. pneumoniae в группе классических 

штаммов, культивируемых в МПБ, колебалась в пределах 

ОП 0,53–0,92, в группе гипермукоидных показатель ОП ва-

рьировал от 0,54 до 0,67. При культивировании классиче-

ских штаммов в бульоне LB показатель ОП находился в диа-

пазоне 0,51–0,96, гипермукоидных – 0,57–0,99. Несмотря на 

полученные разные значения ОП, что наглядно изображено 

на рис. 1, 2, статистически не подтверждено этого различия 

Таблица 1. Средняя концентрация клеток K. pneumoniae в питательной среде МПБ

Table 1. Average concentration of K. pneumoniae cells in the nutrient medium – MPB

Время, 
ч / 
Time, h

№№ штаммов / strains

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КПср

Классические / Classic Гипермукоидные / Hypermucoid

Средняя концентрация клеток K. pneumoniae в планктонном состоянии и стандартное отклонение (М ± σ, м.к./мл) / 
Average concentration of K. pneumoniae cells in the planktonic state and standard deviation (M ± σ, m.c./ml)

0 0,09 ± 0,0 0,1 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,0 0,01 ± 0,0 0,09 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,1 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,10 ± 0,02

24 0,71 ± 0,12 0,53 ± 0,0 0,92 ± 0,02 0,62 ± 0,02 0,92 ± 0,03 0,63 ± 0,08 0,57 ± 0,05 0,54 ± 0,02 0,62 ± 0,06 0,67 ± 0,01 0,07 ± 0,0

∑ M = 0,74 ± 0,18; CV = 23,81%; m = 0,09 М= 0,61 ± 0,05; CV = 8,46%; m = 0,03

Значение t-критерия Стьюдента: 1,37 / Student’s t-test value: 1.37
Различия статистически не значимы (p = 0,212914) / The differences are not statistically significant (p = 0.212914)

В табл. 1 и 2 исходное значение соответствует показателю «время 0». / In tables 1 and 2, the initial value corresponds to the “time 0” indicator.

Таблица 2. Средняя концентрация K. pneumoniae разных штаммов в бульоне LB 

Table 2. Average concentration of K. pneumoniae of different strains in LB broth

Время, 
ч / 
Time, h

№№ штаммов / strains

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КП ср

Средняя концентрация клеток K. pneumoniaeв планктонном состоянии и стандартное отклонение (М ± σ, м.к./мл) / 
Average concentration of K. pneumoniae cells in the planktonic state and standard deviation (M ± σ, m.c./ml)

0 0,06 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,0 0,06 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,09 ± 0,01 0,08 ± 0,01 0,07 ± 0,01 0,06 ± 0,0 0,07 ± 0,01 0,05 ± 0,0

24 0,86 ± 0,05 0,51 ± 0,03 0,74 ± 0,04 0,57 ± 0,04 0,96 ± 0,02 0,63 ± 0,06 0,99 ± 0,03 0,57 ± 0,02 0,76 ± 0,12 0,74 ± 0,04 0,05 ± 0,0

∑ 0,73 ± 0,19; 26,05%; m = 0,09 0,74 ± 0,16; 21,05%; m = 0,08

Значение t-критерия Стьюдента: 0,08 / Student’s t-test value: 0,08
Различия статистически не значимы (p = 0,936140) / The differences are not statistically significant (p = 0,936140)
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при культивировании в МПБ (p = 0,212914) и в бульоне LB 

(p = 0,936140). Концентрация клеток K. pneumoniae всех 

штаммов, независимо от групповой принадлежности, значи-

тельно превышала их исходное значение, что свидетель-

ствовало о высокой способности к размножению. 

Интенсивность прироста клеток K. pneumoniae, взятых в 

исходной концентрации 107 КОЕ/мл, в испытуемых средах 

определяли согласно формуле 1, показатель ИП микробных 

клеток классических и гипермукоидных штаммов, культиви-

руемых в бульоне LB, в 7 пробах был выше, чем показатель 

ИП в МПБ, и значительно превышал показатель в PBS. 

Согласно результатам, представленным на рис. 1, ИП 

микробных клеток K. pneumoniaе классических и гипермуко-

идных штаммов, взятых в эксперимент, за сутки культивиро-

вания в исследуемых питательных средах была значитель-

ной, т.е., согласно формуле (2), значение показателя ИП 

бактериальной суспензии клеток было выше трех установ-

ленных для штаммов обоих морфовариантов, культивируе-

мых в МПБ и бульоне LB, что подтверждается статистиче-

ской достоверностью (p ≤ 0,05). Обращает на себя внимание 

показатель ИП у 7 штаммов из 10, который на бульоне LB 

был выше, чем на МПБ, однако при сравнении показателя 

ИП между двумя группами штаммов связь была статистиче-

ски не значимой, следовательно, нет преимущества в вы-

боре питательных сред между МПБ и бульоном LB при куль-

тивировании штаммов K. pneumoniaе. Поэтому в дальней-

ших экспериментах мы использовали МПБ.

В следующих экспериментах было изучено биопленкоо-

бразование классических и гипермукоидных морфовариан-

тов клебсиелл в зависимости от их исходных концентраций 

с использованием среды МПБ. Результаты представлены на 

рис. 2, оценка степени биопленкообразования – в табл. 3. 

При сравнении суммарных результатов ОП клеток 

K. pneumoniaе в биопленочной форме классических и гипер-

мукоидных штаммов в одинаковых исходных концентрациях 

при культивировании в МПБ статистически достоверных 

различий не выявлено (p ≥ 0,05). Значимая связь (p ≤ 0,05) 

установлена между отдельными штаммами внутри самих 

групп (K. pneumoniaе 203 и 7762кр или 9932 и 7762р).

Оценку степени биопленкообразования проводили соглас-

но формуле 2, где превышение значений ОПК – это способ-

ность к биопленкообразованию [12]. Результаты представле-

ны в табл. 3. Через сутки культивирования в МПБ классиче-

ских и гипемукоидных штаммов K. pneumoniae взятых в раз-

ных исходных концентрациях (106, 107, 108 КОЕ/мл), опреде-

ляли ОП. Полученные результаты свидетельствуют о меж-

штаммовых различиях. 

Результаты, представленные в табл. 3, показывают, что 

из пяти штаммов K. pneumoniae классической группы у двух 

(203 и 7766) вне зависимости от их исходных концентраций 

биопленкообразование в первые сутки не происходило. У 

трех штаммов (7762кр, 9941, 7498) степень биопленкообра-

Таблица 3. Оценка степени биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе при их исходных концентрациях: 106, 107 и 108 КОЕ/мл

Table 3. Assessment of the degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains at their initial concentrations: 106, 107 and 108 CFU/ml

Стартовая концентрация, КОЕ/мл / 
Starting concentration, CFU/ml

№№ штаммов / strains 

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КПС

Классические / Classical Гипемукоидные / Hypemucoid

106 О О У У У З У Н Н З О

107 О О У Н У У З Н Н У

108 О О Н Н У З З Н Н З

КПС – контроль питательной среды; О – отсутствует; У – умеренная; З – значительная; Н – низкая. / КПС – nutrient medium control; О – absent; У – moderate; З – 
significant; Н – low.
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Рис. 1. Показатель интенсивности прироста микробных клеток 

штаммов K. pneumoniae: КПС – контроль питательной среды; по 

оси абсцисс – №№ штаммов; по оси ординат – значения пока-

зателя ИП.

Fig. 1. The growth rate of microbial cells of K. pneumoniae strains: 
KPS – control of the nutrient medium; along the abscissa axis – 
strain numbers; along the ordinate axis – the values of the IP 
indicator.

Рис. 2. Зависимость биопленкообразования штаммов K. pneumo-
niaе от стартовой концентрации:  – 106 КОЕ/мл;   – 107 КОЕ/мл; 

 – 108 КОЕ/мл; КПС – контроль; по оси абсцисс – №  штаммов; 

по оси ординат – ОП биопленкообразования.

Fig. 2. Dependence of biofilm formation of K. pneumoniae strains on 
the starting concentration:  – 106 CFU/ml;  – 107 CFU/ml; 

 – 108 CFU/ml; KPS – control; along the abscissa axis – No of 
strains; along the ordinate axis – OD of biofilm formation.
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зования согласно формуле 2 характеризовалась умеренны-

ми значениями в зависимости от исходной концентрации. 

Так, у штамма K. pneumoniae 7762кр при всех изученных 

концентрациях и у штамма 9941 при концентрации 106 и 

107 степень биопленкообразования была умеренной, а при 

108 КОЕ/мл – низкой; у штамма 7498 при концентрации 

106 КОЕ/мл – умеренной, при 107 и 108 КОЕ/мл – низкой. В 

группе гипермукоидных все 5 штаммов в течение первых 

суток прикреплялись ко дну лунки. Формирование БП зави-

село от начальной концентрации: так, значительная степень 

биопленкообразования была у штамма 9939 при стартовых 

концентрациях 106 и 108, умеренная – при 107 КОЕ/мл; у 

штамма 9932 – значительная степень биопленкообразова-

ния при 107 и 108 КОЕ/мл, умеренная – при 106, у штамма 

9537 значительная степень биопленкообразование при 106 и 

108 и умеренная – при 107 КОЕ/мл. В то же время у двух ги-

пермукоидных штаммов (6865, 7762р) при всех изучаемых 

стартовых концентрациях зарегистрирована низкая степень 

формирования БП. Обращает на себя внимание тот факт, 

что при максимальной посевной дозе 108 КОЕ/мл показате-

ли степени биопленкообразования у штаммов не превыша-

ли значения в пробах, где использовали меньшие посевные 

дозы. 

На следующем этапе было изучено влияние разных пита-

тельных сред на биопленкообразование штаммов K. pneumo-

niaе классических и гипермукоидных групп (107 КОЕ/мл). 

Результаты представлены на рис. 3 и в табл. 4.

При сравнении результатов ОП БП бактерий классиче-

ской и гипермукоидных групп между собой при их культиви-

ровании в бульоне LB и МПБ статистически достоверных 

различий не выявлено, несмотря на высокую ИП бактери-

альных клеток в бульоне LB. При культивировании 

K. pneumoniaе в МПБ выявлены штаммы внутри гипермуко-

идной группы с высокой биопленкообразующей способно-

стью, подтвержденной значимой связью (p ≤ 0,05), а в клас-

сической группе отличий в формировании БП у штаммов не 

было (p ≥ 0,05).

В табл. 4 приведена оценочная градация степени био-

пленкообразования. 

Согласно расчетам, проведенным по формуле 2, где пре-

вышение ОПК интерпретируется как способность к форми-

рованию биопленки, через 1 сутки культивирования в раз-

ных питательных средах определены штаммовые различия 

K. pneumoniaе по степени биопленкообразования в каждой 

группе. В классической группе у штамма K. pneumoniaе 203 

формирование БП отсутствовало во всех питательных сре-

дах. У штамма 7766 формирование БП в низкой степени 

было при культивировании в бульоне LB и отсутствовало при 

использовании МПБ. У штамма 7498 в двух средах биоплен-

кообразование было в низкой степени. Два штамма – 9941 и 
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Рис. 3. Степень биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе 

в разных питательных средах: КПС – контроль питательной 

среды; по оси абсцисс – № штамма; по оси ординат – ОП био-

пленкообразования.

Fig. 3. Degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains in 
different nutrient media: KPS – nutrient medium control; abscissa 
axis – strain number; ordinate axis – OD of biofilm formation.

Таблица 4. Оценка степени биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе в разных питательных средах

Table 4. Evaluation of the degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains in different nutrient media

№№ штаммов / strains

ПС 203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537 КПС

Классические / Classical Гипемукоидные / Hypemucoid

МПБ О О У Н З У З Н Н У О

LB О Н З Н З У З О Н У О

ПС – питательные среды; КПС – контроль питательной среды; О – отсутствует; У – умеренная; З – значительная; Н – низкая. / ПС – nutrient media; KPS – nutrient 
medium control; О – absent; У – moderate; З – significant; Н – low.

Таблица 5. Качественная (визуальная) оценка степени биопленкообразования штаммов K. pneumoniaе 
Table 5. Qualitative (visual) assessment of the degree of biofilm formation of K. pneumoniae strains

Стартовая 
концентрация, КОЕ/мл / 
Starting concentration, 
CFU ml

Биопленкообразование на 
разделе фаз / Biofilm formation at 

phase separation

№№ штаммов / strains

203 7766 9941 7498 7762кр 9939 9932 6865 7762р 9537

Классические / Classical Гипемукоидные / Hypemucoid

106 кольцо / ring - + ++++ +/- ++++ ++++ ++++ ++++ +/- +/-

107 кольцо / ring +/- + ++++ + + ++++ ++++ ++++ - +/-

108 кольцо / ring + + ++++ - ++++ ++++ ++++ ++++ + ++++

++++ – четкое кольцо на разделе фаз жидкость/воздух; + – тонкое кольцо на разделе фаз; +/- – кольцо не четкое; – – отсутствие кольца. / ++++ – clear ring at the 
liquid/air phase boundary; + – thin ring at the phase boundary; +/- – the ring is not clear; – – no ring.
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7498 – проявили умеренную и значительную степени био-

пленкообразования в МПБ и бульоне LB соответственно. 

В группе гипермукоидных штаммов биопленкообразова-

ние в низкой степени в двух средах было у штаммов 7762р 

и 6865, у последнего – отсутствовало в бульоне LB, в уме-

ренной степени – у двух штаммов 9939 и 9537 и в значитель-

ной – у штамма 9932. 

С помощью качественного метода (образования кольца 

на стенках стеклянных пробирок) при культивировании в 

МПБ исследована способность к формированию БП на раз-

деле фаз жидкость/воздух и адгезии на гидрофильных по-

верхностях. Полученные данные подтвердили результаты 

вышеописанного эксперимента о штаммовой гетерогенно-

сти по биопленкообразующей способности. Результаты ад-

гезии клеток к стенкам гидрофильной поверхности пред-

ставлены в табл. 5.

Из результатов, представленных в табл. 5, видно, что 

штаммы K. pneumoniaе классической и гипермукоидной 

групп способны к формированию БП на гидрофильных по-

верхностях. Если в классической группе из пяти штаммов 

только у двух было сформировано четкое кольцо, то в группе 

гипермукоидных штаммов четкое кольцо сформировалось у 

четырех штаммов при исходной концентрации 108 КОЕ/мл. 

Нами было отмечено, что у штамма 9537 при 108 КОЕ/мл и 

при других стартовых концентрациях отмечалось только 

окрашивание стенок пробирок или тонкое кольцо.

Все представленные выше результаты экспериментов по 

ИП микробных клеток и формированию БП в питательных 

средах выражены в процентном выражении, анализ данных 

представлен в табл. 6, где за 100% было принято общее ко-

личество штаммов каждой группы.

По результатам, представленным в табл. 6, показано 

100%-е увеличение количества микробных клеток через 

сутки у всех исследуемых штаммов при культивировании в 

бульонных средах. ИП в PBS всех исследуемых штаммов 

оставалась на уровне исходных значений. Формирование 

БП учитывали на питательных средах в течение первых 

суток. В 20% случаев адгезия клеток K. pneumoniae обоих 

морфотипов при культивировании в бульоне LB не происхо-

дила. В 40% случаев у штаммов классической группы отсут-

ствовала адгезия клеток ко дну полистироловой лунки при 

культивировании в МПБ; напротив, все штаммы гипермуко-

идной группы адгезировались и образовали выраженную в 

той или иной степени БП. 

Штаммы классической группы проявляли низкую степень 

биопленкообразования: на МПБ – в 20% случаев, на бульоне 

LB – в 40%, в гипермукоидной группе – в 40 и 20% случаев 

соответственно. Умеренная степень биопленкообразования 

была у штаммов гипермукоидной группы в 40% случаев на 

МПБ и бульоне LB и только в 20% случаев у штаммов клас-

сической группы на МПБ. Степень биопленкообразования в 

40% случаев была значительно выражена у штаммов клас-

сической и в 20% – гипермукоидной групп при культивирова-

нии в бульоне LB и по 20% – в МПБ.

В качественной реакции «образование кольца на стеклян-

ной поверхности пробирки» при культивировании в МПБ оно 

четко регистрировалось у 80% штаммов гипермукоидной 

группы и у 40% классической группы. 

Для изучения формирования БП в динамике при темпе-

ратуре 37°С мы использовали покровные стекла, среда 

культивирования – МПБ. В качестве модели использовали 

штаммы разных морфотипов, а именно K. pneumoniaе К203 

классической группы, который при культивировании в МПБ 

и бульоне LB в лунках полистиролового планшета через 

сутки не формировал БП, и штамм K. pneumoniae И9939 

гипермукоидной группы, который через сутки сформировал 

биопленку в умеренной степени при культивировании в 

МПБ и бульоне LB. 

По результатам бактериологического исследования – от-

печатывания БП на пластинке МПА – через двое суток от-

мечали типичный сливной рост культур двух штаммов раз-

ных морфотипов. На рис. 4 представлены микропрепараты 

БП, образованных на покровных стеклах двух штаммов. 

Витальные микроскопические препараты состояли из под-

вижных клеток, конгломератов клеток разных размеров зе-

леного цвета, которые наслаивались друг на друга во всех 

полях зрения. При использовании световой микроскопии 

методом двойного окрашивания были обнаружены клетки 

Таблица 6. Характеристика штаммов K. pneumoniaе разных морфотипов по степени интенсивности прироста микробных клеток 

и степени биопленкообразования

Table 6. Characteristics of K. pneumoniae strains of different morphotypes according to the intensity of microbial cell growth and the 
degree of biofilm formation

Показатель / Index Градация / Gradation Доля штаммов / Proportion of strains, %

классические / 
classic 

гипермукоидные / 
hypermucoid

МПБ LB МПБ LB

Интенсивность прироста / Growth rate отсутствует / absent 0 0 0 0

слабая / weak 0 0 0 0

значительная / significant 100 100 100 100

Степень биопленкообразования / Degree of biofilm formation отсутствует / absent 40 20 0 20

слабое / низкое
weak / low

20 40 40 20

умеренное / moderate 20 0 40 40

значительное / significant 20 40 20 20

Четкое кольцо на стеклянный стенках / Clear ring on glass walls ++++ 40 нд 80 нд

нд – нет данных. / нд – no data.
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красного цвета, по форме палочки, расположенные одиноч-

но, малыми или большими конгломератами, между красных 

клеток просматривался розового цвета экзополисахарид, 

т.е. были все признаки сформировавшейся БП [22]. 

Обсуждение

Высокий уровень ИП микробных клеток в первые сутки 

культивирования свидетельствует о способности штаммов 

K. pneumoniae разных морфотипов размножаться в пита-

тельных средах (МПА и бульон LB) на полистироловых лун-

ках при температуре 37°С. При этом ИП микробных клеток 

восьми штаммов из двух морфотипов выше при культивиро-

вании в бульоне LB. При сравннении суммарных результатов 

динамики ИП в виде увеличения концентрации K. pneumoniaе

классических и гипермукоидных штаммов в планктонных 

формах при культивировании в бульоне LB и МПБ к ОП кон-

трольных сред выявлены статистически значимые различия 

(p ≤ 0,05). 

При сравнении результатов образования БП штаммов 

K. pneumoniaе классических и гипермукоидных групп, изна-

чально взятых в разных стартовых концентрациях, при 

культивировании в МПБ статистически подтвержденных 

различий не выявлено. Можно предположить, что размно-

жение K. pneumoniaе во всех пробах происходило с разной 

интенсивностью. Очевидно, что в пробах с исходной кон-

центрацией 106 КОЕ/мл микробные клетки размножались 

интенсивнее. Возможно, в пробах с исходной концентраци-

ей 108 КОЕ/мл из-за размножившейся культуры в среде 

культивирования популяция клеток стала уплотняться и от-

мирать.

При сравнении суммарных результатов концентрации 

K. pneumoniaе в биопленочной форме классических и гипер-

мукоидных штаммов в одинаковых исходных концентрациях 

при культивировании в МПБ статистически подтвержденных 

различий не выявлено. Нами сделано предположение, что 

формирование БП при выращивании в условиях МПБ при 

температуре 37°С через 1–2 суток культивирования прохо-

дило одинаково независимо от фенотипической принадлеж-

ности штамма. Значимая связь (p ≤ 0,05) проявлялась между 

штаммами внутри самих групп. 

Адгезия бактериальных клеток и формирование БП всех 

морфотипов штаммов K. pneumoniaе, культивируемых в пи-

тательных бульонах, к полистироловым плоскодонным лун-

кам 96-луночного планшета имели штаммовые различия в 

каждой группе. Аналогичным образом штаммовая гетеро-

генность отмечена и в отношении способности к формиро-

ванию БП на разделе фаз жидкость/воздух и к адгезии на 

гидрофильных поверхностях.

При формировании БП в динамичных условиях при куль-

тивировании в МПБ на примере двух штаммов K. pneumoniae 

(К203, И9939) из разных групп отмечено, что адгезия клеток 

к покровным стеклам началась с первого дня, о чем свиде-

тельствуют данные микропрепаратов и рост клеток на МПА. 

Возможно, большая часть популяции клеток находилась в 

планктонной форме и уже ко второму дню происходило фор-

мирование БП. При витальной микроскопии на вторые сутки 

отмечено наслаивание клеток, формирование матрикса БП, 

что было также подтверждено розовым окрашиванием в 

фиксированных микропрепаратах. Возможно, слизеобраз-

ная субстанция у гипермукоидного штамма K. pneumoniae не 

обеспечила ему четкой фиксации к стеклу и отмылась во 

время приготовления препарата. Интересно отметить рабо-

ту Zheng et al. (2018), где фенотип повышенной слизистой 

вязкости – общий признак бактериемии K. pneumoniae – не 

был связан с повышенным образованием БП у этих штам-

мов [24]. 

Заключение

Для объективной оценки способности разных штаммов 

K. pneumoniae к биопленкообразованию необходимо исполь-

зовать разные методы. Штаммы K. pneumoniae гипермуко-

идной и классической группы способны формировать БП в 

высокопитательных средах, на гидрофильных и гидрофоб-

ных абиотических поверхностях в разные сроки. Несмотря 

на более высокий ИП бактериальной массы в булльоне LB, 

чем в МПБ, образование БП происходило идентично, но сте-

пень биопленкообразования имела отличия, все штаммы 

гипермукоидной группы сформировали БП в первые сутки 

на МПБ. Внутри групп штаммы K. pneumoniaе отличались по 

степени биопленкообразования, которая зависела от их 

Рис. 4. Микропрепараты штаммов K. pneumoniae двух морфотипов: А – биопленка K. pneumoniae К203, классический морфотип, 

Б – биопленка K. pneumoniae И9939, гипермукоидный морфотип. Слева – окрашивание конго красным и фуксином, увеличение 

70 × 90; справа – окрашивание акридиновым оранжевым, увеличение 10 × 90.

Fig. 4. Microscopic slides of K. pneumoniae strains of two morphotypes: A – biofilm of K. pneumoniae K203, classical morphotype, 
Б – biofilm of K. pneumoniae I9939, hypermucoid morphotype. Left – staining with Congo red and fuchsin, magnification 70 × 90; right – 
staining with acridine orange, magnification 10 × 90.
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стартовых концентраций. Известно, что K. pneumoniae спо-

собна вызывать тяжелые заболевания, приобретать устой-

чивость к антибактериальным и дезинфицирующим препа-

ратам зачастую благодаря своей биопленкообразующей 

способности, поэтому необходимо продолжать исследова-

ния по изучению условий формирования и разрушения био-

пленок разных морфотипов K. pneumoniae. 
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An increasing number of scientific studies of the intestinal microbiota confirm its central role in human health and the 
development of pathological conditions. Bifidobacteria and lactobacilli, being the basis of the microbiota and belonging to the 
class of probiotic microorganisms, are undoubtedly important for maintaining the symbiotic relationship between the human 
body and intestinal microorganisms. The most important property of probiotic bacteria is the provision of colonization 
resistance – the ability to protect the intestinal walls from the penetration of pathogenic bacteria and toxins of various origins 
into the internal environment. In the complex of these mechanisms, the antagonistic activity of probiotic cultures plays an 
important role.
In this regard, the antagonistic activity of eleven strains of local lacto- and bifidobacteria isolated from the feces of newborns 
and mother’s milk was studied in relation to clinical strains of pathogenic and opportunistic microorganisms. Strains of 
Bifidobacterium lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus casei, Lactobacillus 
paracasei, Lactobacillus rhamnosus showed the highest antagonistic activity against all reference strains of pathogenic and 
opportunistic microorganisms. The most sensitive bacteria in terms of antagonistic activity to lacto- and bifidobacteria were 
microorganisms of the genus Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis and Candida albicans.
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Все большее количество научных исследований микробиоты кишечника подтверждают ее центральную роль в здоро-
вье человека и развитии патологических состояний. Бифидо- и лактобактерии, являющиеся основой микробиоты и 
относящиеся к классу пробиотических микроорганизмов, несомненно важны для поддержания симбиотических отно-
шений между организмом человека и кишечными микроорганизмами. Наиболее важным свойством пробиотических 
бактерий является обеспечение колонизационной резистентности – способности защищать стенки кишечника от про-
никновения патогенных бактерий и токсинов различного происхождения во внутреннею среду. В комплексе этих меха-
низмов не последнюю роль играет антагонистическая активность пробиотических культур. 
В этой связи была изучена антагонистическая активность 11 штаммов местных лакто- и бифидобактерий, выделенных 
из фекалий новорожденных и материнского молока, по отношению к клиническим штаммам патогенных и условно-
патогенных микроорганизмов. Штаммы Bifidobacterium lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus bulgaricus, 
Lactobacillus zeae, Lactobacillus casei, Lactobacillus paracasei, Lactobacillus rhamnosus проявили наивысшую антагони-
стическую активность по отношению ко всем референс-штаммам патогенных и условно-патогенных микроорганиз-
мов. Наиболее чувствительными бактериями по антагонистической активности к лакто- и бифидобактериям оказа-
лись микроорганизмы рода Staphylococcus aureus, Proteus mirabilis и Candida albicans. 
Ключевые слова: микробиоценоз кишечника, иммунитет, пробиотики, бифидобактерии, лактобактерии, энтеробакте-
рии, антагонистическая активность
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Ж
елудочно-кишечный тракт (ЖКТ) человека содер-

жит >1014 клеток микроорганизмов, относящихся к 

более чем 1000 видов бактерий. Основное разнообразие 

видов находится в толстой кишке. У новорожденных в пер-

вые дни ЖКТ стерилен, колонизация его происходит на 

3–4-е сутки. Тип кишечной колонизации, состав и количе-

ство кишечных микробов различны. Например, у новорож-

денных они зависят от способа родоразрешения (есте-

ственное или кесарево сечение), вида вскармливания 

(грудным молоком или искусственное вскармливание), 

географического положения уровня социально-экономиче-

ского развития страны (развивающаяся или развитая) и т.д. 

[1], у взрослого человека – от возраста, физиологического 

состояния отделов ЖКТ, питания, режима питания и многих 

других подобных факторов. По оценкам специалистов, 

общая масса кишечной флоры у взрослых может достигать 

1,5 кг. Доминирующее место в общей микробиологической 

популяции ЖКТ занимают две крупные группы бактерий: 

бифидобактерии и бактероиды, составляющие 90–95% от 

общего числа (иногда и больше). Бифидо- и лактобактерии, 

относящиеся к классу классических пробиотических микро-

организмов, играют важную роль в поддержании симбиоти-

ческих отношений между организмом человека и кишечны-

ми микроорганизмами [2].

На протяжение всей жизни на макроорганизм действует 

целый комплекс внешних вредных факторов, негативно вли-

яющих на нормальное функционирование основных систем 

его жизнедеятельности: экология, стресс, бесконтрольное 

применение антибиотиков. Вследствие этого постоянно воз-

никают вопросы о способах конструирования и восстановле-

ния оптимальной микрофлоры организма хозяина. С этой 

целью в медицинскую практику охраны здоровья все боль-

ше внедряются бактериальные препараты, в большинстве 

случаев пробиотики на основе бифидо- и лактосодержащих 

бактерий – представителей облигатной и факультативной 

микрофлоры хозяина [3]. 

Все изученные к настоящему времени виды бифидобак-

терий (B. bifidum, B. longum, B. aldolescentis, B. infantis и 

B. breve) проявляют сильный антагонистический эффект в 

отношении патогенных и условно-патогенных возбудите-

лей, таких как Klebsiella pneumonia, Citrobacter freundii, 

Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, 

Candida albicans, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Shigella 

sonnei, Shigella flexneri. Наибольшее ингибирующее дей-

ствие показано на S. aureus и Sh. sonnei, вызывающих пи-

щевые отравления преимущественно молочными продукта-

ми. Результат антагонистического действия может прояв-

ляться в виде замедления, остановки или гибели исследуе-

мой патогенной культуры. Антагонистическую активность 

бифидобактерий изучают как в отдельных штаммах, так и в 

комплексной форме. Показано, что увеличение видов ис-

пользуемых пробиотических культур приводит к усилению 

антагонистического эффекта в отношении возбудителей 

кишечных инфекций [2].

Другим важным пробиотическим компонентом микробио-

ты кишечника являются лактобациллы. Их положительные 

функции отмечаются в участии созревания иммунной систе-

мы организма, а также включают в себя конкуренцию и ан-

тагонизм по отношению к условно-патогенным микроорга-

низмам [4]. Лактосодержащие пробиотики назначаются при 

заболеваниях проксимальных отделов ЖКТ в связи с недо-

статочностью лактобактерий в этих отделах при их патоло-

гии. Применение лактосодержащих пробиотиков показано 

как при хронических гастроэнтерологических заболеваниях, 

так и при острых инфекционных гастроэнтеритах [5].

Наиболее важным свойством пробиотических бактерий 

является обеспечение колонизационной резистентности – 

способности защищать стенки кишечника от проникновения 

во внутреннюю стенку организма как патогенных бактерий, 

так и токсинов и токсических продуктов различного проис-

хождения. В комплексе механизмов колонизационной рези-

стентности важную роль играет антагонистическая актив-

ность пробиотических культур [5]. 

В этой связи целью данной работы было изучить антаго-

нистическую активность 11 местных штаммов лакто- и би-

фидобактерий по отношению к клиническим штаммам пато-

генных и условно-патогенных микроорганизмов. Штаммы 

Bifidobacterium lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus 

bulgaricus, Lactobacillus zeae, Lactobacillus casei, Lactobacillus 

paracasei, Lactobacillus rhamnosus проявили наивысшую ан-

Таблица. Антагонистическая активность пробиотических культур

Table. Antagonistic activity of probiotic cultures

№ Штаммы микроорганизмов / 
Strains of microorganisms

Диаметр зоны задержки роста тест-культур, мм / Diameter of growth inhibition zone of test cultures, mm

E. coli 
n = 3

S. enteritidis
n = 3

P. mirabilis 
n = 3

. aeruginosa
n = 3

C. albicans
n = 3

S. aureus
n = 3

1 Bifidobacterium bifidum 0 0 0 0 10 ± 0,6 15 ± 1

2 Bifidobacterium lactis 14 ± 0,6 12 ± 0,6 20 ± 0,4 16 ± 0,4 18 ± 1 20 ± 0,4

3 Lactobacillus plantarum 20 ± 0,6 19 ± 0,4 25 ± 0,4 19 ± 0,6 20 ± 0,4 22 ± 0,4

4 Lactobacillus bulgaricus 20 ± 1 15 ± 0,4 25 ± 0,6 18 ± 0,4 21 ± 0,8 22 ± 1

5 Lactobacillus zeae 20 ± 0,4 15 ± 0,6 25 ± 0,4 18 ± 0,4 21 ± 0,6 22 ± 0,4

6 Lactobacillus casei 21 ± 0,6 16 ± 0,4 25 ± 0,4 16 ± 0,4 20 ± 1 21 ± 1,3

7 Lactobacillus paracasei 0 11 ± 0,4 25 ± 0,4 16 ± 0,6 20 ± 0,4 25 ± 0,4

8 Lactobacillus fermentum 21 ± 0,8 11 ± 0,4 25 ± 0,4 0 20 ± 1 25 ± 0,6

9 Lactobacillus rhamnosus 12 ± 0,4 11 ± 0,4 25 ± 0,4 18 ± 0,4 0 25 ± 0,4

10 Lactobacillus gallinarum 15 ± 0,6 11 ± 0,4 25 ± 0,6 0 0 25 ± 0,4

11 Enterococcus faecium 0 0 20 ± 0,3 0 0 25 ± 0,4
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тагонистическую активность по отношению к исследуемым 

референс-штаммам патогенных и условно-патогенных ми-

кроорганизмов. 

Материалы и методы

Материалом для исследования служили штаммы лакто- и 

бифидобактерий, выделенные из фекалий новорожденных и 

материнского молока. В ходе исследований использовались 

классические микробиологические и молекулярно-генетиче-

ские методы. Выделенные штаммы были идентифицирова-

ны с использованием генов 16S rRNK в сотрудничестве с 

«Микробиологической лабораторией» компании по произ-

водству пробиотиков BioMed Industry и лабораторией 

Ташкентской медицинской академии «Центр биомедицин-

ских исследований».

Для исследования были отобраны штаммы B. bifidum, 

B. lactis, L. plantarum, L. bulgaricus, L. zeae, L. casei, 

L. paracasei, Lactobacillus fermentum, L. rhamnosus, Lacto-

bacillus gallinarium, Enterococcus faecium. Антагонистическую 

А) Salmonella enteritidis

С) Pseudomonas aeruginosa

В) Proteus mirabilis

D) Staphylococcus aureus

Рисунок. Антибактериальная активность пробиотических штаммов в отношении тест-культур: 1 – B. bifidum, 2 – B. lactis, 

3 – L. plantarum, 4 – L. bulgaricus, 5 – L. zeae, 6 – L. casei (А –  S. enteritidis, В – P. mirabilis, С – P. aeruginosa, D – S. aureus).

Figure. Antibacterial activity of probiotic strains against test cultures: 1 – B. bifidum, 2 – B. lactis, 3 – L. plantarum, 4 – L. bulgaricus, 
5 – L. zeae, 6 – L. casei (A – S. enteritidis, B – P. mirabilis, C – P. aeruginosa, D – S. aureus).
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активность штаммов определяли диффузионно-луночным 

методом. В качестве тест-культур использовали E. coli, 

S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, P. mirabilis, Salmonella 

enteritidis, C. albicans. 

Пробиотические штаммы культивировали в бульоне Bifidum 

с 0,1%-м агаром и бульонной среде MSR в течение 24 ч. 

(HiMedia, производства Индия). Для тестирования пробиоти-

ческих штаммов использовали мясопептонный агар (HiMedia, 

производство Индия) для бактерий. Чашки Петри с питатель-

ной средой инокулировали суточной суспензией тест-культуры 

в физиологическом растворе в концентрации 1•106, высуши-

вали, в агаре вырезали лунки диаметром 5 мм и закапывали 

по 300 мкл исследуемых культур. Затем чашки инкубировали 

при температуре 37°С в течение 24–48 ч. Полученные резуль-

таты учитывали путем измерения ингибирующих диаметров 

зоны роста тест-культур вокруг лунок в мм. 

Исследования проводили в трех чашках Петри с мясопеп-

тонным агаром. Полученные результаты обрабатывали ме-

тодом вариационной статистики Фишера-Студента с опре-

делением стандартного отклонения и средней арифметиче-

ской ошибки (М ± m), критерия значимости различий (t). 

Статистическую обработку проводили на персональном 

компьютере с использованием программы Excel 2016.

Результаты исследования и их обсуждение

В ходе изучения антагонистических свойств пробиотиче-

ских штаммов установлено, что все отобранные штаммы 

проявляют различную антагонистическую активность в от-

ношении тест-культур (таблица). Наивысшую активность по 

отношению ко всем взятым в эксперимент референс-штам-

мам патогенных и условно-патогенных микроорганизмов 

проявили: B. lactis, L. plantarum, L. bulgaricus, L. zeae, L. casei, 

L. paracasei, L. rhamnosus. При этом штаммы S. aureus, 

C. albicans и P. mirabilis проявили высокую чувствительность 

к тестируемым пробиотическим штаммам. 

Исследованные условно-патогенные и патогенные микро-

организмы в основном вызывают у человека кишечные ин-

фекции, диарею, внутрибольничные инфекции и оппортуни-

стические заболевания. В частности, если учесть, что бакте-

риями, вызывающими кишечные инфекции, являются E. coli, 

P. mirabilis и S. enteritidis, то пробиотический штамм, пода-

вляющий E. coli с диаметром зоны 21 ± 0,6 мм – это L. casei, 

21 ± 0,8 мм – L. fermentum, а с зоной лизиса 20 ± 1,0 мм и 

20 ± 0,4 мм – штаммы L. bulgaricus, L. zeae соответственно. 

Рост культуры P. mirabilis, вызывающей пищевое отравле-

ние, подавляли практически все штаммы пробиотиков. 

L. bulgaricus и L. gallinarum ингибировали рост на 25 ± 0,6 мм, 

а L. plantarum, L. zeae, L. fermentum, L. casei, L. rhamnosus, 

L. paracasei – на 25 ± 0,4 мм (рисунок). 

C наименьшей активностью ингибировали рост тест-

штаммов культуры B. lactis (20 ± 0,4 мм) и E. faecium (до 

20 ± 0,3 мм). 

L. plantarum проявила антагонистическую активность в 

отношении возбудителя S. enteritidis, вызывающего сальмо-

неллез кишечника у детей раннего возраста и взрослых, 

останавливая его рост до 19 ± 0,4 мм.

Патогенные штаммы S. aureus и P. aeruginosa относятся 

к группе внутрибольничных инфекций и также вызывают 

кишечные инфекционные заболевания. Установлено, что 

все отобранные штаммы пробиотиков проявляют антагони-

стическую активность в отношении золотистого стафило-

кокка. В частности, L. fermentum, L. paracasei, L. rhamnosus, 

L. gallinarum и E. faecium подавляли зону роста возбудителя 

на 25 ± 0,4 мм. Было подтверждено, что L. bulgaricus, 

L.  plantarum, L. zeae и L. casei являются активными штамма-

ми с диаметром зоны подавления роста 22 ± 1,0; 22 ± 0,4; 

22 ± 0,4 и 21 ± 1,3 мм соответственно.

В отношении C. albicans, условно-патогенной бактерии, 

вызывающей оппортунистические и кандидозные инфекци-

онные заболевания, высокая антагонистическая актив-

ность в основном соответствовала вкладу лактобактерий. 

Установлено, что L. bulgaricus, L. zeae показали высокую 

активность против данного патогена, ингибировав рост на 

21 ± 0,8 мм и 21 ± 0,6 мм, B. lactis, L. plantarum, L. casei, 

L. paracasei и L. fermentum одинаково ингибировали рост 

C. albicans. У B. bifidum зона подавления роста составила 

15 ± 0,1 мм.

Заключение

Согласно данным, полученных в ходе проведенного нами 

эксперимента, установлено, что исследуемые пробиотиче-

ские штаммы демонстрируют высокую антагонистическую 

активность к различным патогенным и условно-патогенным 

микроорганизмам. На основании полученных результатов 

можно сказать, что целенаправленное использование про-

биотических микроорганизмов против патогенных инфекций 

может быть высокоэффективным. Так, применение различ-

ных комбинаций исследованных штаммов лакто- и бифидо-

бактерий может оказывать эффективное воздействие на 

P. mirabilis, вызывающий пищевые токсикоинфекции. Таргет-

ное использование штамма L. plantarum при сальмонеллез-

ной инфекции может обеспечивать высокое антагонистиче-

ское действие в отношении возбудителя. При кишечных ин-

фекциях, вызванных S. aureus, все вышеперечисленные 

штаммы пробиотиков могут быть использованы в качестве 

антагонистических препаратов. Штаммы лактобактерий 

L. plantarum, L. bulgaricus, L. zeae, L. casei, L. paracasei и 

L. fermentum могут быть рекомендованы для лечения канди-

доза.

Таким образом, выделенные из фекалий новорожденных 

и материнского молока местные пробиотические штаммы 

лакто- и бифидобактерий обладают высокой антагонистиче-

ской активностью и имеют перспективу использования в 

качестве компонента биотерапевтических препаратов для 

комплексной профилактики и терапии заболеваний ЖКТ 

бактериальной этиологии.
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Н о в о с т и  н а у к и

Пищевые бактерии могут выживать в условиях приготовления пищи 

Ученые из Института Квадрама и Агентства по безопасности здравоохранения Великобритании обнаружили, что популя-

ции бактерий остаются стабильными на производственных площадках, несмотря на усилия по очистке на предприятиях по 

производству готовых к употреблению продуктов питания.

Listeria monocytogenes – это пищевая бактерия, вызывающая заболевание, называемое листериозом. 

Безопасность продуктов питания имеет первостепенное значение в пищевой промышленности. Однако даже при наличии 

хорошо реализованных стратегий дезинфекции помещений и контроля микробных рисков такие микробы, как листерия, 

могут иногда нарушать барьеры безопасности пищевых продуктов и перекрестно загрязнять продукты питания. Это особен-

но опасно в готовых к употреблению продуктах, где потребители не будут убивать бактерии, вызывающие загрязнение, 

нагревая пищу перед употреблением. 

Исследования показали, что популяции бактерий, которые сосуществуют с L. monocytogenes, были стабильны с течением 

времени и адаптировались к условиям на заводе, включая контроль безопасности пищевых продуктов. Поэтому, возможно, 

потребуется разработать новые стратегии для изменения всей популяции бактерий, чтобы эффективно устранить патоген.

Популяции очень стабильны, и очистка не меняет состав – она не позволяет одной бактерии разрастаться над другой. 

После очистки количество бактерий уменьшается, а бактериальная нагрузка снижается, что делает перекрестное загрязне-

ние менее вероятным.

Была заметная разница между различными зонами производства при разных температурах; это говорит о том, что по-

пуляции бактерий в высокой степени адаптированы к различным средам. Это также предполагает наличие устоявшихся 

популяций.

Это новое исследование важно для понимания различных сообществ микробов в различных средах на предприятиях по 

производству готовой к употреблению пищи. Исследователи надеются, что понимание того, как листерия выживает в этих 

средах, может дать информацию для более точного лабораторного тестирования методов очистки. 

«Scientists further our understanding of how a foodborne bacteria can survive in food preparation environments. 

Microbiology Society». Available at: https://microbiologysociety.org/news/press-releases/scientists-further-our-understanding-of-how-

a-foodborne-bacteria-can-survive-in-food-preparation-environments.html
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В обзоре приведены сведения о воздействии тяжелых металлов, присутствующих в окружающей среде, на микроорга-
низмы, включая представителей рода Vibrio. Гены устойчивости к тяжелым металлам широко представлены в природе 
и входят в состав плазмид мобильных генетических элементов и профагов, способных к горизонтальному переносу, что 
создает возможность при благоприятных условиях к приобретению микроорганизмами резистентности к тяжелым 
металлам. Показано, что устойчивость к тяжелым металлам может быть результатом как хромосомных мутаций, так и 
приобретения различных генетических элементов. Обобщены данные о связи между резистентностью к тяжелым метал-
лам и устойчивостью к антибиотикам, что, возможно, объясняет существование общих механизмов (корезистентность 
и перекрестная устойчивость). Чаще всего данное явление описывается локализацией генов устойчивости к тяжелым 
металлам и антибиотикам на одних и тех же мобильных генетических элементах. Описаны данные по влиянию тяжелых 
металлов на процесс формирования биопленок и их роли в повышении резистентности к тяжелым металлам. В послед-
нее десятилетие появились первые сведения о приобретении микроорганизмами рода Vibrio резистентности к различ-
ным металлам, однако этот процесс в отношении возбудителя холеры остается недостаточно изученным.
Ключевые слова: Vibrio spp., Vibrio cholerae, тяжелые металлы, резистентность, плазмиды, мобильные генетические 
элементы, антибиотики, биопленки
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Genetic conditionality of heavy metals resistance 
and its relation to antibiotic resistance in microorganisms, 
including bacteria of the genus Vibrio
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The review provides information on the effects of heavy metals present in the environment on microorganisms, including 
representatives of the genus Vibrio. Heavy metals resistance genes are widely represented in nature and are part of plasmids 
of mobile genetic elements and profages capable of horizontal transfer, which makes it possible, under favorable conditions, for 
microorganisms to acquire resistance to heavy metals. It has been shown, that resistance to heavy metals can be the result of 
both chromosomal mutations and the acquisition of various genetic elements. The data on the relationship between heavy 
metals resistance and antibiotic resistance have been summarized, which may explain the existence of common mechanisms 
(coresistance and cross-resistance). Most often, this phenomenon is described by localization of heavy metals and antibiotic 
resistance genes on the same mobile genetic elements. Data on the effect of heavy metals on the formation of biofilms and 
their role in increasing resistance to heavy metals are described. In the last decade, the first information appeared about the 
acquisition of resistance to various metals by microorganisms of the genus Vibrio, but this process remains insufficiently studied 
in relation to the causative agent of cholera.
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Т
яжелые металлы (ТМ) – это группа химических элемен-

тов, которые присутствуют в окружающей среде (почва, 

вода, воздух) и могут оказывать негативное воздействие на 

человека и другие живые организмы. В последние годы этот 

термин получил значительное распространение, причем в 

различных научных и прикладных работах авторы по-разному 

трактуют его значение [1], учитывая не только химические и 

физические свойства элементов, но и их биологическую 

активность и токсичность. Несмотря на то, что некоторые ТМ 

в допустимых концентрациях играют важную роль для живых 

организмов, участвуя в различных клеточных процессах, 

включая производство энергии, репликацию и транскрипцию 

[2], неконтролируемое загрязнение окружающей среды ТМ 

может иметь серьезные последствия для здоровья человека.

Контаминация почвы ТМ может представлять риски как 

для человека, так и для экосистемы посредством прямого 

попадания, контакта с загрязненной почвой или через пище-

вую цепочку (почва-растение-человек или почва-растение-

животное-человек). При этом чаще всего из числа ТМ обна-

руживают хром (Cr), цинк (Zn), кадмий (Cd), медь (Cu), ртуть 

(Hg), никель (Ni) и свинец (Pb) [3]. Токсичность ТМ зависит от 

ряда факторов: концентрации, химических свойств и т.д. [4].

По данным Всемирной организации здравоохранения, 

мышьяк (As), Cd, Pb и Hg входят в число наиболее опасных 

химических веществ, представляющих глобальную угрозу 

здоровью населения. Индустриализация и урбанизация уве-

личили вероятность реализации негативного воздействия на 

человека ТМ, которые также способны длительно сохранять-

ся в экосистемах [5]. В Бангладеш отмечаются высокие 

концентрации ТМ в водных объектах, в т.ч. на территориях, 

где традиционно на протяжении десятилетий регистрируется 

циркуляция патогенных вибрионов, что вызывает насторо-

женность у специалистов [6].

Характерными загрязнителями воды водоемов террито-

рий Российской Федерации являются фенолы (до 2,3 пре-

дельно допустимой концентрации (ПДК)), железо (до 

3,4 ПДК), марганец (до 25,9 ПДК), нефтепродукты (до 

11,2 ПДК), медь (до 11,0 ПДК), железо (до 10,2 ПДК), цинк 

(до 1,9 ПДК), никель (до 2,3 ПДК) [7]. 

На территории Южного федерального округа р. Дон явля-

ется одной из важнейших водных артерий юга страны и ха-

рактеризуется загрязнением продуктами промышленной 

деятельности человека [8]. В составе донных отложений р. 

Темерник (приток Дона) идентифицированы вещества I и 

II класса химической опасности (ТМ) [9]. При анализе сред-

негодового содержания нефтепродуктов в реках Дон и 

Темерник установлено максимальное превышение ПДК в р. 

Темерник (например, в 2017 г. в 104,8 раза), что не препят-

ствовало выделению нетоксигенных штаммов Vibrio cholerae 

О1 (эпизодически токсигенных) и штаммов V. cholerae 

nonО1/nonО139 серогрупп из проб воды в ходе мониторинго-

вых исследований на вибриофлору указанных поверхност-

ных водоемов практически ежегодно [10]. Напротив, наи-

больший процент этих выделенных штаммов был зареги-

стрирован в водоемах, где обнаружено значительное превы-

шение ПДК по содержанию нефтепродуктов (в 220 раз) [8]. 

Нефтяное загрязнение, как правило, дополнительно сопро-

вождается присутствием ТМ. Более 40% земель, загрязнен-

ных нефтью, содержит высокие концентрации таких ТМ, как 

As, Cd, Cr, Hg, Mo (молибден), Ni, Pb, V (ванадий), Zn [11, 12]. 

Данные поллютанты попадают в открытые экосистемы в 

результате производственной деятельности человека. В от-

личие от органических загрязнителей, они не подвергаются 

процессам разложения, а лишь перераспределяются между 

отдельными компонентами природной среды [13, 14]. Мы 

предполагаем, что холерные вибрионы, обладающие высо-

кой пластичностью генома и адаптационной изменчивостью 

[15, 16], уже приобрели устойчивость к новому значимому 

экологическому фактору – нефтепродуктам. 

Вместе с тем остается недостаточно изученным влияние, 

оказываемое ТМ на микроорганизмы. В этой связи, учиты-

вая условия длительного их контакта с ТМ в водных экоси-

стемах, представляет интерес изучение возможного влия-

ния данных веществ на биологические свойства бактерий, в 

т.ч. на представителей рода Vibrio.

Целью настоящего обзора является анализ литератур-

ных данных о генетической детерминации устойчивости к 

ТМ и антибиотикорезистентности у различных микроорга-

низмов, в т.ч. у бактерий рода Vibrio.

 Генетические факторы устойчивости 

микроорганизмов к ТМ

Антибактериальные биоциды и ТМ могут способствовать 

развитию и поддержанию устойчивости к антибиотикам в 

бактериальных сообществах. Однако информация о генах, 

детерминирующих эту устойчивость, включая последова-

тельности генов и их молекулярные функции, разрознена. 

P.Chandan et al. (2014) на основании результатов секвениро-

вания обобщили и представили информацию о генах устой-

чивости к металлам и антибактериальным биоцидам в виде 

базы данных BacMet (http://bacmet.biomedicine.gu.se), содер-

жащей сведения о 470 экспериментально подтвержденных 

генах устойчивости, а также о 25 477 генах потенциальной 

устойчивости [17].

C.Xu et al. (2018) описали мутантный штамм Synechocystis 

ALE-9.0, который приобрел повышенную устойчивость к Cd 

(с 4,6 до 9,0 мкМ) посредством 128 непрерывных пассажей 

в течение 802 дней на питательной среде, содержащей этот 

металл в разных концентрациях. При этом у данного штам-

ма была установлена перекрестная толерантность к цинку 

и кобальту, а также более высокая, по сравнению с исход-

ным штаммом, устойчивость к ультрафиолетовому излуче-

нию [18]. 

Путем транспозонного мутагенеза получен штамм 

Saccharomyces cerevisiae, устойчивый к 50 мкМ Pb и 30 мкМ 

Cd. Мутант рос быстрее дикого (исходного) штамма и пока-

зал сниженное, по сравнению с ним, содержание внутрикле-

точной концентрации активных форм кислорода при воздей-

ствии Pb и Cd. Мутация была локализована в гене RIM15. 

Данный ген известен как один из регуляторных IME2 (индук-

тор мейоза 2) и представляет собой протеинкиназу, которая 

относится к семейству PAS. Авторы заключили, что мутация 

RIM15 приводит к повышению устойчивости к ТМ за счет 

активации MSN4 и STRE-опосредованных генов [19].

В ряде случаев гены резистентности к воздействию ТМ 

локализованы на плазмидах. У Staphylococcus aureus они 

содержат гены, обеспечивающие устойчивость к неоргани-

ческой ртути [20].
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Плазмиды играют ключевую роль в формировании адап-

тивности Acinetobacter к условиям внешней среды и отлича-

ются по своей структуре в зависимости от образа жизни 

бактерий-хозяев. В настоящее время бактериальные ассо-

циации имеют в составе своих геномов плазмиды, которые, 

в свою очередь, содержат гены устойчивости к широкому 

спектру современных антибиотиков. Вместе с тем гены 

устойчивости к ТМ могут находиться в плазмидах как совре-

менных, так и «древних» бактериальных штаммов [21].

Имеются сведения о присутствии плазмид в различных 

штаммах Salmonella abortis, детерминирующих резистент-

ность как к ампициллину, так и к ТМ – As, Cd, Hg и Cr, при 

элиминации которых бактерии становились чувствительны-

ми к противомикробным препаратам [22, 23], а также отме-

чалась корреляция между устойчивостью к токсическому 

действию меди и резистентностью к макролидам и глико-

пептидам. В серии экспериментов удалось перенести плаз-

миды изолированных от свиней Enterococcus faecium, содер-

жащие гены tcrB и ermB, ответственные за устойчивость к 

меди и макролидам, восприимчивому реципиенту [22, 24]. 

Плазмида типа IncA/C, содержащая детерминанту устойчи-

вости к ртути (mer-оперон) и несколько генов устойчивости к 

антибиотикам, была выделена из Aeromonas salmonicida, 

изолированных из объектов аквакультуры [22, 25].

Изучение данных секвенирования подтвердило, что гене-

тические элементы в результате множественных процессов 

рекомбинации приобрели транспозоны, которые могут со-

держать гены устойчивости к антибиотикам и металлам [22, 

26]. Генетический анализ Salmonella Typhi выявил сосуще-

ствование множества генов устойчивости к антибиотикам и 

Hg в составе конъюгативной плазмиды pHCM1 [27]. Многие 

транспозоны, кодирующие устойчивость к антибиотикам у 

грамотрицательных представителей Enterobacteriaceae, при-

надлежат к подгруппе Tn21 семейства мобильных элемен-

тов Tn3. Tn 21 несет оперон устойчивости к ртути (mer). 

Поэтому эффективный механизм горизонтальной передачи 

генов способствовал широкому распространению устойчи-

вости к антибиотикам и металлам, например, посредством 

Tn21 и Tn21-подобных транспозонов, содержащих гены 

устойчивости к Hg и As (мышьяк) [30]. Конъюгативная плаз-

мида E. faecium содержит транспозон Tnmer1, несущий де-

терминанты устойчивости к ртути, и ген устойчивости к 

стрептомицину (aadK) [22, 28, 29].

Плазмида G4 pHC143 обнаружена в пяти изолятах Listeria 

monocytogenes. В ее составе выявлены опероны устойчиво-

сти к ртути (mer), оперон, предположительно придающий 

устойчивость к соединениям четвертичного аммония (qacC), 

и транспозон семейства Tn554 с опероном устойчивости к 

мышьяку (arsABCD) [30].

Зарубежными исследователями показано, что устойчи-

вость к серебру, обладающему микробиоцидным действием 

в низких концентрациях и использующемуся для лечения 

ожогов, ран и покрытия катетеров, чтобы замедлить разви-

тие микробной биопленки, обеспечивается плазмидой 

Salmonella pMGH100, обусловленной активностью девяти 

генов [31].

У холерного вибриона показано наличие систем защиты 

от чужеродной генетической информации в виде гетероло-

гичных плазмид – оперонов DdmABC и DdmDE, гены кото-

рых локализованы на двух основных островах патогенно-

сти – VPI-2 и VSP-II. Функция DdmDE заключается в деграда-

ции сравнительно небольших мультикопийных плазмид, а 

система DdmABC элиминирует крупные конъюгативные 

плазмиды [32]. Поэтому участие конъюгативных плазмид в 

перспективе обеспечения резистентности холерного вибри-

она к ТМ представляется маловероятным.

ICE (Integrative Conjugative Elements) представляют собой 

мобильные генетические элементы, которые опосредуют 

горизонтальный перенос генов между бактериями [33]. 

Показано, что они способны кодировать широкий спектр 

генетической информации, наделяя своих хозяев различ-

ными признаками, в т.ч. и устойчивостью к антибиотикам и 

ТМ [33].

Показано, что добавление меди в почву сельскохозяй-

ственного назначения повышает устойчивость к антибиоти-

кам наряду с устойчивостью к меди путем стимулирования 

горизонтального переноса генов ICE [34]. Гены резистент-

ности к ТМ были идентифицированы в составе ICE E. faecalis, 

Bacteroides, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumo-

niae, Proteus rettgeri и Clostridium spp. [35].

Полногеномное секвенирование и последующий анализ 

250 изолятов L. monocytogenes, изолированных при изуче-

нии молочных ферм, выявил множество мобильных генети-

ческих элементов, несущих гены устойчивости к противо-

микробным препаратам, биоцидам и ТМ [30]. Так, интегра-

тивный элемент Tn7101, обнаруженный в изоляте ST155 

HC258, содержал гены устойчивости к кадмию (cadA и cadC) 

и арсенатредуктазу (arsC), а с помощью BLAST идентифици-

рован вариант Tn7101, содержащий кассету устойчивости к 

мышьяку из семи генов [30].

Способность V. choleraе приобретать ICE-элементы [36, 

37] свидетельствует о возможности приобретения устойчи-

вости к ТМ посредством этого механизма, особенно при 

циркуляции вибрионов в загрязненных ТМ водоемах.

Найденный у L. monocytogenes профаг представляет 

собой геном фага, интегрированный в хромосомную ДНК 

бактериальных клеток. В случае фаговой индукции проис-

ходит синтез частиц фага, иногда захватывающих фрагмен-

ты хромосомы хозяина. Хорошо изучен перенос профагом 

оперона токсинообразования у холерного вибриона. Описа-

ны единичные случаи содержания генов устойчивости к ТМ 

в составе профагов. Так, изоляты L. monocytogenes, иденти-

фицированные на молочных фермах, характеризовались 

разнообразием мобильных элементов, включая три новые 

плазмиды, три новых транспозона и новый профаг, несущий 

гены устойчивости к Cd. В геномах листерий, хранящихся в 

GenBank, идентифицированы профаги, которые несут гены 

устойчивости к кадмию (cadA), макролидам (mefA, msrD), 

тетрациклину (tetM) и стрептограмину (vatA), встроенные 

между rlmCD и fosX [30].

 Влияние ТМ на приобретение устойчивости 

микроорганизмов к антибиотикам 

Исследователями подтверждена связь между загрязне-

нием окружающей среды ТМ и устойчивостью к антибиоти-

кам, что позволяет предположить, существование общих 

механизмов, к которым относят корезистентность (разные 

детерминанты устойчивости присутствуют в одном и том же 
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генетическом элементе) и перекрестную устойчивость (одна 

и та же генетическая детерминанта ответственна за устой-

чивость к антибиотикам и ТМ) [38].

В случае локализации генов устойчивости к ТМ и анти-

биотикам на одном ICE [39] реципиент в результате генети-

ческого переноса при воздействии одного селективного 

фактора приобретает устойчивость и к другому [22, 40]. 

Кроме того, повышение экспрессии генов устойчивости к 

антибиотикам может быть результатом прямого воздействия 

ТМ. На модели штамма LSJC7, который является грамотри-

цательным представителем семейства Enterobacteriaceae 

порядка Enterobacteriales класса Gammaproteobacteria, по-

казано, что воздействие мышьяка повышает экспрессию 

гена множественной лекарственной устойчивости к анти-

биотикам emrD и гена устойчивости к тетрациклину tet34 [20, 

39]. Кроме того, экспрессия soxS, универсального белка-ре-

гулятора, управляющего насосом множественного оттока 

лекарств аcrAB у Escherichia coli и Salmonella spp., повыша-

ется в ответ на воздействие окислительного стресса, вы-

званного ТМ, такими как Cd, Cu и Cr [22, 41]. Cd и Cu также 

могут подавлять регуляторный оперон множественной 

устойчивости к антибиотикам marRAB как у Salmonella spp., 

так и у E. coli [42, 43].

 Значение устойчивости к ТМ у различных 

микроорганизмов в процессе формирования 

биопленок

Биопленки представляют собой микробные сообщества, 

состоящие из микроорганизмов и внеклеточного матрикса, 

и являются одним из способов выживания микроорганизмов 

при воздействии неблагоприятных условий. Влияние ТМ 

можно рассматривать как частный случай экстремальных 

факторов, в т.ч. они активируют выработку планктонными 

клетками компонентов, способствующих клеточной адгезии 

и образованию биопленок [38]. 

Проведены исследования индукции образования био-

пленки за счет выработки внеклеточных полимеров при воз-

действии ТМ на Phormidium и Pseudomonas [44]. Показано 

присутствие микроорганизмов в виде биопленок в загряз-

ненном металлами иле [45], а с помощью сканирующей 

электронной микроскопии содержимого биореакторов, пред-

назначенных для очистки промышленных стоков, содержа-

щих ртуть, – наличие биопленок, состоящих из монослоя 

ртутьвосстанавливающих бактерий [46].

Исследование влияния серебра в наноформе на жизнеспо-

собность, биопленкообразование и экспрессию генов оперона 

icaADBC и гена icaR у штаммов Staphylococcus epidermidis по-

казало, что жизнеспособность всех испытуемых штаммов 

снижалась при его концентрации 5 мкг/мл, а способность к 

образованию биопленки – при 3 мкг/мл. Экспрессия генов опе-

рона icaADBC и icaR варьировала в зависимости от способ-

ности штамма образовывать биопленку. Низкие концентрации 

наночастиц серебра вызвали повышенное образование био-

пленки, однако при высоких концентрациях такого эффекта не 

наблюдалось. Полученные авторами данные подтверждают 

антибактериальные свойства частиц наносеребра [47].

Исследование по изучению воздействия Cu, Pb и Zn на био-

пленку и планктонную форму P. aeruginosa продемонстриро-

вало, что клетки в составе биопленки в 2–600 раз более 

устойчивы к воздействию ТМ по сравнению с планктонной 

формой. Внешняя часть биопленки погибала после воздей-

ствия повышенных концентраций меди, а большинство живых 

клеток находилось вблизи субстрата, что можно объяснить 

способностью внеклеточных полимеров биопленки связывать 

ТМ и замедлять их диффузию внутри биопленки [48].

Сравнительный анализ биопленочных и планктонных 

культур E. coli JM109, S. aureus ATCC 29213 и P. aeruginosa 

ATCC 27853 продемонстрировал, что культуры в составе 

биопленок в 2–64 раза устойчивее, чем планктонная форма, 

а сочетанное воздействие нескольких металлов приводило к 

гибели планктонных и биопленочных культур большинства 

изученных комбинаций [49].

Для оценки воздействия Cd на образование биопленок 

S. epidermidis (ATCC 35984) бактерии культивировали в при-

сутствии различных концентраций (0–50 мкМ) Cd. Концен-

трации Cd 1,56 и 3,13 мкМ стимулировали образование 

биопленок S. epidermidis, но ингибировали этот процесс при 

повышении до 6,25 мкМ. Конфокальная лазерная сканиру-

ющая микроскопия продемонстрировала увеличение тол-

щины биопленки после воздействия 1,56 или 3,13 мкМ Cd 

соответственно до 23 и 22 мкм по сравнению с 17,8 мкм в 

контроле. Количественная полимеразная цепная реакция в 

реальном времени показала повышение активности генов 

atlE, embp, aap, icaA и icaB после воздействия 3,13 мкМ Cd. 

Эти результаты показывают, что Cd в низких субтоксичных 

концентрациях, не влияющих на жизнеспособность бакте-

рий, действует как индуктор образования биопленки 

S. epidermidis [50].

На территориях, загрязненных ТМ, выделено 15 штаммов 

семейства Enterobacteriaceae, у которых была изучена рези-

стентность к воздействию ТМ (Cd, Cr, Pb и Ni). Способность 

изолированного штамма Enterobacter cloacae MC9 образо-

вывать биопленки существенно снижалась при концентра-

ции Cd, Cr, Pb и Ni в 200 мкг/мл на 73, 64, 51 и 42% соответ-

ственно по сравнению с контролем [51].

Изучение антимикробной активности нанокомпозитов Ag, 

Cu и Zn проводили и на холерных вибрионах: на границе фаз 

жидкость/воздух (пелликулярная биопленка) и жидкость / 

твердая поверхность (поверхностно-прикрепленная). Показа-

но, что только нанокомпозит, содержащий Ag, был более чем 

в 2 раза токсичен для планктонных клеток V. cholerae, чем 

для клеток, прикрепленных к твердой фазе [52].

При воздействии наночастиц Ag и Zn на холерный вибри-

он и энтеротоксигенную кишечную палочку показано, что 

наночастицы Zn обладали более высокой эффективностью, 

а сублетальные концентрации изученных компонентов при-

водили к усилению образования биопленок V. cholerae [53].

Эффективность наночастиц оксида цинка в отношении 

холерного вибриона была исследована на модели предста-

вителей двух биотипов: классического и El Tor. Установлено, 

что штамм V. cholerae El Tor более чувствителен, как в план-

ктонной, так и в биопленочной форме [54].

Таким образом, воздействие ТМ является сложным и 

многофакторным процессом, который в ряде случаев спосо-

бен индуцировать формирование биопленки, помогает бак-

териям выживать в неблагоприятных условиях [55], что 

определяет перспективность дальнейших исследований в 

этом направлении. 
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Genetic conditionality of heavy metals resistance and its relation to antibiotic resistance in microorganisms

Влияние ТМ на представителей рода Vibrio 
На сегодняшний день толерантность к ТМ у микроорга-

низмов рода Vibrio изучена мало. Однако активное исполь-

зование аквакультуры, а также воды содержащей промыш-

ленные загрязнители (например, ТМ), способствовало по-

явлению интереса у исследователей к изучению Vibrio 

parahaemolyticus как агента, наносящего экономический 

ущерб. 

Исследование на семи штаммах V. parahaemolyticus, 

устойчивых к Co и Cu, продемонстрировало, что предвари-

тельная обработка вибрионов этими металлами вела к по-

вышенной устойчивости к канамицину, стрептомицину, те-

трациклину и гентамицину, и наоборот – предварительная 

обработка противомикробными препаратами повышала то-

лерантность к ТМ [56].

Так, среди 112 штаммов V. parahaemolyticus, выделенных 

из тихоокеанской скумбрии, была выявлена устойчивость к 

восьми ТМ – Cd, Pb, Cu, Zn, Co, Ni, Mn и Cr. В общей слож-

ности 18,75% штаммов были чувствительны ко всем ТМ, в то 

время как 3,57% штаммов проявляли устойчивость ко всем 

ТМ, за исключением Cr [57].

В другом исследовании у 208 отобранных штаммов 

V. parahaemolyticus, изолированных из 10 видов ракообраз-

ных и моллюсков, устойчивость к ТМ варьировала в зависи-

мости от источника их выделения. Штаммы, выделенные из 

Litopenaeus vannamei и Busycon canaliculatus, были устойчивы 

к восьми ТМ, тогда как изоляты, выделенные из Procambarus 

clarkii и Tegillarca granosa, были менее устойчивы. Культуры, 

выделенные из Haliotis discus hannai, Marsupenaeus japonicus 

и L. vannamei, были толерантны к Cu, Pb и Cd соответственно. 

Также наблюдалась толерантность к Cr и Hg. Кроме того, не-

которые изоляты были устойчивы к Ni [58].

У штамма V. parahaemolyticus MDR N10-18, полученного 

из Ostrea gigas Thunberg, выявлена высокая толерантность к 

Cd и Zn. Рост был ингибирован в присутствии 50 мкг/мл Cd, 

при этом отмечено изменение проницаемости и гидрофоб-

ности поверхности клеток [59].

Изучение 59 штаммов V. parahaemolyticus, изолирован-

ных в 2016 г. в районах добычи моллюсков у западного по-

бережья Кореи, показало, что большинство из них проявля-

ли устойчивость к Ba (98,3%), Co (28,8%), Cd (16,9%) и Cu 

(13,6%). Интересно, что толерантность к ТМ преобладала у 

штаммов V. parahaemolyticus с более чем двумя фенотипами 

устойчивости к антибиотикам [60].

В аналогичном исследовании 22 штаммов V. anguillarum, 

выделенных из кефали, выращенной на нескольких рыбных 

фермах Южной Кореи, установлено, что все изоляты были 

устойчивы к оксациллину, тикарциллину, стрептомицину и 

ципрофлоксацину (высокая частота встречаемости генов 

устойчивости qnrS (95,5%), qnrB (86,4%) и StrAB (27,3%)). 

При этом 40,9% изолятов были толерантны к Cd, что, по 

мнению авторов, могло быть связано с наличием у 86,4% 

штаммов гена устойчивости к ТМ czcA [61].

Изоляты V. cholerae, полученные из вод устья реки Янцзы 

в Шанхае, Китай, проявили высокий уровень толерантности 

к Hg, Cd, Cu, Pb [62].

Из 400 штаммов V. cholerae, выделенных из четырех 

видов пресноводных рыб, 198, 121 и 48 изолятов были 

устойчивы к Hg, Zn и Pb соответственно. В этом исследова-

нии 96 холерных вибрионов имели устойчивость к двум или 

более ТМ, а один изолят – к 4 из 8. Напротив, все изоляты 

были неустойчивы к Cu2+ и Mn. Полученные данные позволя-

ют предположить, что изоляты V. cholerae от четырех видов 

рыб имели разный характер толерантности к ТМ [63].

При изучении толерантности к Cd, Cr, Cu, Pb, Hg, Ni, Mn и 

Zn у 370 штаммов V. cholerae, выделенных из 12 различных 

морепродуктов, в качестве контроля были использованы 

штаммы E. coli ATCC25922 и K12. Среди изолятов наблюда-

лась высокая частота толерантности к ТМ Hg (69,5%), Ni 

(32,4%) и Cd (30,8%). 17,4% культур были устойчивы к трем 

или четырем ТМ [64].

Присутствие токсичного арсената (As5+) в окружающей 

среде привело к формированию механизмов устойчивости. 

Детоксикация As5+ бактериями основана на восстановлении 

до арсенита As3+ с помощью продукта гена arsC с последую-

щим экспортом As3+ при участии rsB. Однако этот процесс у 

патогенных микроорганизмов остается в значительной сте-

пени малоизученным. В 2022 г. проведено исследование с 

целью изучения толерантности энтеропатогенных бактерий 

к мышьяку. Поскольку для возбудителя холеры Бангладеш и 

Индия являются эндемичными регионами, где концентрации 

As5+ в воде и почве являются самыми высокими в мире [65], 

устойчивость V. cholerae к As5+ могла возникнуть в процессе 

адаптации возбудителя, которая позволила существовать в 

средах с высокой концентрацией данного металла [65]. Было 

установлено, что возбудитель холеры способен расти на 

средах с добавлением супрафизиологических (30 мМ) кон-

центраций арсената As5+. При этом данный уровень устойчи-

вости не был характерен для других кишечных патогенов 

человека, поскольку даже более низкая концентрация As5+ 

(10 мМ) приводила к частичному или полному ингибирова-

нию роста S. enterica, Citrobacter rodentium, Yersinia 

pseudotuberculosis, энтерогеморрагической E. coli (EHEC) и 

Shigella flexneri. Столь высокий уровень устойчивости вибри-

онов к мышьяку опосредован альтернативным путем мета-

болизма через активность арсеникум-индуцируемого оперо-

на VC1068-1071, кодирующего арсенатный репрессор ArsR, 

альтернативную глицеральдегид-3-фосфатдегидрогеназу, 

предполагаемую фосфатазу и ген-переносчик. Проведенная 

оценка протеома у V. cholerae при воздействии As5+ показа-

ла активацию небольшого количества белков. Это доказы-

вает, что адаптация к As5+ может не требовать глобальной 

перестройки генома. Данная работа является одной из пер-

вых, демонстрирующих факт эволюционного ответа V. chole-

rae на изменение экологических факторов [63].

Анализ данных литературы о влиянии различных ТМ на 

микроорганизмы рода Vibrio показал некоторое расхожде-

ние результатов определения резистентности к ТМ. Напри-

мер, действующая концентрация Cd, наиболее изученного 

ТМ, варьирует у различных авторов от 400 до 50 мкг/мл. 

Возможно, подобные расхождения обусловлены отсутстви-

ем стандартизованной методики определения минимальной 

ингибирующей концентрации. Очевидно, необходимо созда-

ние контрольных охарактеризованных штаммов, выступаю-

щих в качестве стандартных образцов [63].

В ходе расшифровки механизма резистентности к токси-

ческому воздействию Pb, Zn, Ni на модели трех штаммов 

холерного вибриона при сравнительном секретомном и про-

https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor
https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor


102

А.В.Евтеев, С.О.Водопьянов  / Бактериология, 2024, т. 9, №3, с. 97–104

A.V.Evteev, S.O.Vodopyanov / Bacteriology, 2024, volume 9, No 3, с. 97–104

теомном анализе выявлены общие механизмы клеточной 

защиты, которые заключались в активации насосов оттока 

транспортеров RND и ABC, повышенной экспрессии глутати-

онпероксидазы, синтезе экзогенного полисахарида как вне-

клеточного биосорбента. Кроме того, выявлен ряд меж-

штаммовых различий: у одних штаммов воздействие Pb ин-

дуцировало биосинтез гидрофобных аминокислот, у других 

Cd индуцировал накопления таурина, у третьих Zn стимули-

ровал экспрессию белка и биосинтеза тиамина, а Ni запу-

скал экспрессию Т6SS-ассоциированных белков [66].

Заключение

Таким образом, ТМ, присутствующие во внешней среде, 

представляют экологически значимый фактор, способный 

вызывать существенное изменение различных свойств ми-

кроорганизмов. Имеющиеся в литературе сведения о связи 

резистентности к ТМ и устойчивости к антибиотикам, свиде-

тельствуют не только об актуальности таких исследований, 

но и о новых возможностях в вопросе преодоления этой ре-

зистентности. Работы последнего десятилетия подтвержда-

ют распространение фенотипа устойчивости к ТМ и у микро-

организмов рода Vibrio. Однако полученных данных недо-

статочно для оценки возможного влияния данного процесса 

на бактерии рода Vibrio, в т.ч. и холерный вибрион. Расшиф-

ровка молекулярных механизмов, которые лежат в основе 

возникновения устойчивости у холерного вибриона к ТМ и 

сопутствующего появления множественной лекарственной 

устойчивости, остается в центре внимания специалистов и 

требует проведения дальнейших экспериментальных иссле-

дований.
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Н о в о с т и  н а у к и

Новые инструменты для разработки препаратов против Acinetobacter

Устойчивость к противомикробным препаратам (AMR) у Acinetobacter 

baumannii является неудовлетворенной медицинской потребностью. 

Множественные лекарственно-устойчивые/чрезвычайно лекарственно-

устойчивые штаммы A. baumannii не демонстрируют хорошего роста в 

моделях in vivo, и, следовательно, их реакция на антибактериальную те-

рапию непоследовательна. Проблема была решена путем внедрения 

мотивов устойчивости к карбапенемам в высоковирулентный генетиче-

ский фон A. baumannii AB5075. Этот штамм имеет хромосомно-кодируе-

мый oxa-23, который был удален (Δoxa-23), затем были введены плазми-

ды, экспрессирующие oxa-23, oxa-24/40, oxa-58, imp-1, vim-2 и ndm-1, для 

создания мутантных штаммов. Каждый трансформант использовался в 

качестве контрольного штамма в модели нейтропенической инфекции 

бедра у мышей и оценивался по степени роста и реакции на меропенем 

200 мг/кг подкожно каждые 6 ч (q6h). Фармакодинамические анализы проводились путем преобразования воздействия пре-

парата из дозы (мг/кг) в долю интервала дозирования; концентрации свободного меропенема были > минимальной ингиби-

рующей концентрации (МИК) (fT > МИК). AB5075 и мутант AB5075Δoxa-23 имели МИК 32 и 4 мг/л соответственно. 

Трансформанты, несущие оксациллиназы oxa-24/40 и oxa-58, имели МИК 64 мг/л. Металло-β-лактамазы imp-1, vim-2 и ndm-1 

имели МИК 128, 64 и 64 мг/л соответственно. Все трансформанты, обработанные растворителем, показали рост in vivo в 

диапазоне 0,75–1,4 log. Реакция на меропенем соответствовала изменяющемуся fT > MIC трансформантов и легко описы-

валась ингибирующим сигмоидным отношением Emax. Стазис был достигнут при fT > MIC 0,36. Эти трансформанты 

A. baumannii являются бесценными новыми инструментами для оценки соединений против Acinetobacter и открывают новый 

путь для обеспечения готовности к AMR. 

Dubey V, Farrington N, Harper N, Johnson A, Horner I, Stevenson A, et al.

Acinetobacter baumannii transformants expressing oxacillinases and metallo-β-lactamases that confer resistance to meropenem: 

new tools for anti-Acinetobacter drug development and AMR preparedness.

Antimicrob Agents Chemother. 2024 Aug 27:e0022224. DOI: 10.1128/aac.00222-24
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Лечение инфекционных заболеваний энтерококковой этиологии – серьезная современная медицинская проблема. 
Энтерококки являются причиной тяжелых инфекционных процессов различной локализации. Микроорганизм 
Enterococcus faecium включен в группу ESKAPE-патогенов. В последние годы повышенный интерес к энтерококкам 
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В
настоящее время лечение инфекционных заболева-

ний энтерококковой этиологии представляет собой 

серьезную медицинскую проблему. Условно-патогенные 

представители рода Enterococcus часто являются причиной 

тяжелых инфекционных процессов различной локализации 

(эндокардит, инфекции мочеполовой системы, остеомие-

лит, септический артрит, бактериемии, дивертикулит, 

менингит, инфекции дыхательных путей, эндофтальмит и 

др.) [1, 2].

В ряде исследований были выявлены различные факторы 

вирулентности энтерококков, которые кодируются генами 

островков патогенности клеточного генома. На сегодняшний 

день известно, что патогенность энтерококков обусловлена 

такими агентами, как гемолизин, желатиназа, энтерококко-

вый поверхностный белок, агрегативная субстанция, кап-

сульные полисахариды, углеводы клеточной стенки и супе-

роксид [3].

Наибольшее клиническое значение имеют патогены 

Enterococcus faecium и Enterococcus faecalis. Для энтеро-

кокков характерен высокий уровень резистентности к ан-

тибиотикам. Микроорганизм E. faecium включен в группу 

микроорганизмов, сложных для терапии антимикробными 

веществами – ESKAPE (аббревиатура названий бактерий 

Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella 

pneumonia, Acinetobacter baumani, Pseudomonas aeruginosa 

и Enterobacter spp.). Всемирная организация здравоохра-

нения включила в эту группу наиболее проблемные и опас-

ные микроорганизмы, обладающие множественной лекар-

ственной устойчивостью и не поддающихся антибиотикоте-

рапии. 
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 Энтерококки в желудочно-кишечном тракте у 

пациентов с COVID-19

В ряде исследований были продемонстрированы суще-

ственные качественные и количественные изменения микро-

биома кишечника у пациентов с коронавирусной инфекцией. 

Отмечено уменьшение содержания полезных представителей 

нормафлоры и увеличение концентрации потенциальных па-

тогенов (в т.ч. энтерококков) в кишечном биотопе таких боль-

ных. Известно, что кишечный эпителий является одним из 

регуляторов «микробного равновесия» в биотопе желудочно-

кишечного тракта (ЖКТ) [4]. Вопрос о возможности взаимо-

действия коронавируса SARS-CoV-2 с клетками кишечного 

эпителия находится в центре внимания нескольких исследова-

тельских групп. Первые результаты о выделении интактных 

частиц коронавируса из экскрементов пациентов с COVID-19 

были представлены китайскими учеными уже в феврале 

2020 г. – чуть более чем через месяц после начала эпидемии 

[5, 6]. Несколько позже исследователи США продемонстриро-

вали способность вируса SARS-CoV-2 воспроизводиться в 

клетках кишечного эпителия человека. Эксперименты прово-

дились на так называемых энтероидных культурах тканей. Из 

стволовых клеток тонкого кишечника были выращены эпите-

лиальные энтероиды, содержащие различные типы клеток 

кишечного эпителия. Показана способность этих клеток экс-

прессировать рецептор коронавируса ACE2 и сериновые про-

теазы, необходимые для проникновения вируса. В заражен-

ных эпителиальных клетках SARS-CoV-2 успешно реплициру-

ется [7]. Чуть позже китайские ученые провели аналогичные 

эксперименты с энтероидами человека и летучей мыши [8]. 

Подтверждена способность SARS-CoV-2 воспроизводиться в 

кишечном эпителии. Кроме того, было показано, что в зара-

женных клетках увеличивается концентрация интерферонов 

III типа и цитокинов. Авторы связывают эти проявления с ки-

шечными симптомами у больных COVID-19 [8]. Обе группы 

исследователей в отдельных сериях опытов смогли выделить 

полноценные вирусные частицы SARS-CoV-2 из экскрементов 

пациентов с COVID-19 [7, 8].

Резонно предположить, что нарушение целостности ки-

шечного эпителия влечет за собой изменения двух его важ-

ных функций:

• нарушается функция эпителия как регулятора кишечно-

го микробиома;

• вследствие дисфункции кишечного барьера в кровь 

больного могут попадать бактерии ЖКТ.

Не вызывает сомнений тот факт, что дисбаланс кишечной 

микробиоты приводит к пролиферации патогенов. Давно от-

мечено, что нарушение микробиома ЖКТ часто является при-

чиной заболеваний, вызываемых энтерококками, клостридия-

ми и представителями семейства Enterobacteriaceae [9].

В ряде работ описано, что у больных с COVID-19 в кишеч-

ной микробиоте происходит изменение соотношения ми-

кробных субпопуляций в направлении увеличения содержа-

ния энтерококков и некоторых других условно-патогенных 

бактерий. Так, исследования, проводимые в Гонконге 

(Китай), позволили выявить дисбиоз кишечника у 15 обсле-

дованных COVID-19-пациентов. По данным метагеномного 

анализа в фекальных образцах обнаружено сниженное по 

сравнению с нормальными показателями содержание пред-

ставителей семейств Lachnospiriaceae, Eubacteriaceae и 

Oscillospiraceae. В частности, отмечены низкие концентра-

ции бактерий, производящих бутират (роды Faecalibacterium 

и Roseburia). Вместе с тем в изученных образцах доминиро-

вали условно-патогенные энтерококки, клостридии, энтеро-

бактерии и бактероиды [10].

Случаи дисбиоза кишечника у 57 пациентов с COVID-19 

описаны в аналогичном исследовании другой группы китай-

ских ученых [11]. Авторы описали тяжелое состояние таких 

больных. В образцах экскрементов пациентов констатирова-

но существенное снижение содержания бутират-продуциру-

ющих бактерий (Faecalibacterium prausnitzii, Clostridium 

butyricum и Eubacterium rectale). В целом в материалах обна-

ружено повышенное содержание энтерококков и энтеробак-

терий [11].

Примечательна работа, опубликованная учеными Медици-

нской школы Массачусетского университета. Авторы пред-

лагают использовать данные бактериологического анализа 

фекалий для дальнейшего прогнозирования состояния 

COVID-19-больного.

Доминирование в экскрементах микроорганизма E. fae-

calis неизбежно приводит к ухудшению состояния пациента. 

Такой вывод ученые сделали на основе изучения 69 больных 

с COVID-19 [12].

В исследовании [13] бактериологический анализ фекаль-

ных образцов 187 пациентов с диагнозом COVID-19 был до-

полнен изучением их сывороток на наличие отдельных вос-

палительных факторов. Одна из групп включала пациентов 

с артериальной гиперемией, во второй группе были COVID-

19-больные без проявлений жара. У больных с жаром обна-

ружено повышенное содержание в экскрементах патогена 

E. faecalis и увеличение концентраций в сыворотке цитоки-

нов (интерлейкин-6, -10), лейкоцитов, нейтрофилов, D-диме-

ра (показатель тромбообразования) и индикаторов повреж-

дения тканей и клеток (LDH, CAP) [13].

Исследования, проведенные в Италии, подтверждают 

вывод о корреляции между кишечным дисбиозом и ослож-

нением состояния пациентов с коронавирусной инфекци-

ей [14]. Бактериальный профиль 69 образцов экскрементов 

тяжелобольных пациентов изучался на основе 16s-мета-

геномики. Отмечена значительная реакция в микробиоме 

представителей семейств Bacteroidaceae, Lachnospiraceae и 

Ruminococcaceae. Продуцируемые ими короткоцепочечные 

жирные кислоты играют важную роль в модуляции иммун-

ных и воспалительных реакций. С другой стороны, в анали-

зируемых образцах было обнаружено завышенное содержа-

ние условно-патогенных бактерий семейств Enterococcaceae, 

Coriobacteriaceae и Staphylococcaceae. В частности, в фека-

лиях превалировал патоген E. faecium [14].

Интересные данные представлены в работе Venzon [15]. В 

исследовании ученых из США было поставлено несколько 

задач:

• исследовать микробиом кишечника мышей, зараженных 

SARS-CoV-2;

• изучить морфологические изменения кишечного эпите-

лия зараженных вирусом животных;

• провести бактериологический анализ экскрементов у 

96 пациентов, зараженных COVID-19;

• исследовать образцы крови тех же пациентов на нали-

чие микробной контаминации.
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По полученным данным, у всех зараженных вирусом 

мышей обнаружен дисбиоз кишечника. При этом у экспери-

ментальных животных кардинально изменен кишечный эпи-

телий. Микроскопия гистологических срезов тканей позво-

лила выявить в эпителии редукцию клеток Панета, обеспе-

чивающих антибактериальную защиту. У оставшихся клеток 

Панета констатированы частичные разрушения.

Бактериологический анализ фекалий всех COVID-19-

пациентов показал превалирование в микробиоме микро-

организмов семейств Enterococcacea и Enterobacteriaceae. У 

95 больных обнаружены инфекции кровотока, вызываемые 

патогенами этих же семейств. Авторы сделали заключение, 

согласно которому разрушение клеток кишечного эпителия 

обеспечивает транслокацию бактерий из кишечника в кро-

воток [15].

Энтерококковые инфекции кровотока у коронавирусных 

больных

Исследования, проведенные в Северной Греции [16], по-

казали, что основными этиологическими агентами инфек-

ций кровотока у больных с COVID-19 являются энтеробакте-

рии и энтерококки. В 122 образцах крови от пациентов с 

бактериемией выявлено 166 штаммов патогенов, среди ко-

торых чаще всего обнаруживались Acinetobacter baumanii 

(51 штамм), Klebsiella pneumoniae (45 штаммов) и E. faecium 

(31 штаммов) [16]. Очень похожие результаты получили уче-

ные из Индии, обследовавшие 64 COVID-19-пациентов c ин-

фекциями кровотока. Отмечено, что при вторичных бактери-

альных инфекциях состояние больных изменяется в сторону 

ухудшения [17]. Следует учитывать, что вторичные инфек-

ции кровотока пациентов с коронавирусной инфекцией 

могут быть вызваны не только бактериями, но и патогенны-

ми грибами. Возможны также сочетания бактериально-гриб-

ных осложнений. Об этом свидетельствуют данные, опубли-

кованные в двух статьях итальянских ученых [18, 19]. В ра-

боте Signorini [18] были обследованы 92 пациента с COVID-

19 из отделений интенсивной терапии. У 16 из них обнару-

жили бактериальные инфекции кровотока, вызываемые 

метициллинрезистентными стафилококками, энтерококка-

ми и стрептококками (8, 6 и 2 случая соответственно). 

Вместе с тем из 41 анализируемого образца были изолиро-

ваны грибы Candida albicans и Candida nonalbicans [18].

Posteraro [19] также удалось выделить грибы рода Candida 

из образцов крови тяжелобольных пациентов с COVID-19 

(Рим, Италия). Однако более часто из крови пациентов выде-

ляли патогенны S. aureus (32,8% всех изолятов), представите-

лей семейства Enterobacteriaceae (20,7%), E. faecalis (17,2%), 

грибов Candida (13,8%) и P. aeruginosa (10,3%). Авторы под-

черкивают высокий уровень смертности среди COVID-19-

больных со вторичными инфекциями кровотока [19].

Тяжелое состояние COVID-19-больных с инфекциями кро-

вотока энтерококковой этиологии описано в работе Giacobbe 

[20]. В одном из госпиталей Генуи (Италия) были зарегистри-

рованы 223 пациента с COVID-19. Позже были переведены в 

отделение интенсивной терапии 43 больных, находящихся в 

критическом состоянии. У 29 из них вторичная инфекция 

кровотока были вызвана патогеном E. faecalis, у 22 – 

E. faecium [20].

Высок уровень частоты контаминации кровотока энтеро-

кокками у пациентов с коронавирусной инфекцией и в рабо-

те Bonazzetti [21]. Из 89 обследованных пациентов с COVID-

19 у 60 была обнаружена бактериемия (Милан, Италия). 

Бактериологический анализ позволил выделить 117 изоля-

тов патогенов из образцов крови пациентов. Большинство 

из них (53 штамма) – энтерококки. В частности, идентифици-

рованы 26 штаммов E. faecium, 26 штаммов E. faecalis и 

1 изолят Enterococcus hirae. Несколько меньше выявлено 

коагулазонегативных стафилококков (24 штамма), энтеро-

бактерий (19 штаммов) и грибов рода Candida (2 изолята). 

Авторы также предполагают, что патогены проникают в 

кровоток из кишечника [21].

 Энтерококковые инфекции мочеполовой системы 

у пациентов с коронавирусной инфекцией.

Одно из первых исследований, в котором представлены 

данные о вторичных бактериальных инфекциях мочеполо-

вой системы у пациентов с коронавирусной инфекцией, 

было проведено Garcia-Vidal [22]. У четырех из обследован-

ных 72 пациентов из образцов мочи выделен патоген 

E. faecium [22]. При обследовании пациентов с COVID в 

Объединенных Арабских Эмиратах также в ряде случаев 

были констатированы инфекции мочеполовой системы. 

Один из этиологических агентов этих инфекций – патоген 

E. faecalis [23]. В работе [24] убедительно продемонстриро-

вано, что у COVID-19-больных значительно увеличивается 

риск развития урологических инфекций, вызываемых энте-

рококками (E. faecalis и E. faecium) [24]. В исследовании, 

проведенным Бычинским с соавт. (Москва) анализирова-

лись нозокомиальные инфекции у пациентов с тяжелым 

COVID-19. В результате было показано, что этиологически-

ми агентами урогенитальных инфекций таких больных чаще 

всего являются бактерии E. faecalis и E. faecium [25].

Заключение

Входные ворота коронавирусной инфекции – эпителий 

верхних дыхательных путей и эпителиоциты ЖКТ. Процесс 

проникновения вируса в верхние и нижние отделы дыхатель-

ной системы хорошо изучен. Вместе с тем вопрос о механиз-

мах поступления SARS-CoV-2 в ЖКТ дискутируется до на-

стоящего времени. В этой связи примечательна публикация 

Sun [26], в которой китайские ученые представили данные 

об изменении свойств COVID-19 в средах с низкими показа-

телями pH. Показано, что коронавирус не утрачивает актив-

ность после инкубации в растворе с pH 2,2 в течение 60 мин 

[26]. Таким образом, есть основания для предположения, что 

COVID-19 может преодолевать кислотный барьер желудка и 

проникать далее в кишечник. С другой стороны, следует 

учитывать то обстоятельство, что у многих людей (преиму-

щественно пожилых) кислотность желудка может быть зна-

чительно понижена, что обусловливает риск заражения ин-

фекционными агентами (вирусами, бактериями, грибами).

Коронавирусное инфицирование кишечника влечет за 

собой радикальные изменения кишечной микробиоты. 

COVID-19 не взаимодействует с бактериальными клетками. 

Количественные и качественные изменения микробиома 

являются следствием дисфункции его регуляторов. Один из 

основных регуляторов микробного баланса кишечника – им-

мунная система организма [27]. Давно известно, что у паци-

ентов с признаками иммунодефицита развивается дисбиоз 
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кишечника. Это было показано в ряде исследований боль-

ных с онкологическими заболеваниями. У таких пациентов в 

кишечной микробиоте преобладали энтерококки и протео-

бактерии [28–31]. 

На сегодня можно считать доказанным, что коронавирус-

ная инфекция сопровождается снижением уровня иммунной 

защиты организма. В частности показано, что у пациентов с 

коронавирусной инфекцией диагностируется лимфопения 

[32, 33]. Таким образом, иммунологическая дисфункция – 

одна из причин дисбактериоза ЖКТ. Еще одним регулято-

ром микробиома является кишечный эпителий [4]. 

Коронавирус изменяет его целостность, инфицируя эпите-

лиоциты [7, 8, 15]. Дополнительной причиной дисбиоза ЖКТ 

может стать применение антибиотиков, в случае если 

COVID-19-пациенту назначали антибиотикотерапию. Очень 

часто это назначение не ориентировано на конкретные бак-

терии-мишени и не обеспечивает селективную деконтами-

нацию патогенов.

Важно подчеркнуть, что при существенном микробном дис-

балансе нарушается механизм колонизационной резистент-

ности кишечника [34, 35]. Анализ публикаций, приведенных в 

настоящем обзоре, позволяет сделать заключение, что в ки-

шечном микробиоме COVID-19-пациентов доминируют энте-

рококки и энтеробактерии. Микроорганизмы способны про-

никать в кровоток из-за частичной деструкции кишечного 

эпителия. Вторичные бактериальные инфекции кровотока 

осложняют состояние COVID-19-пациентов. Чаще всего этио-

логическими агентами таких инфекций являются представи-

тели семейств Enterococcaceae и Enterobacteriaceae. По кро-

веносным сосудам бактерии могут далее проникать в любые 

органы. В настоящем обзоре отмечены энтерококковые ин-

фекции мочеполовой системы SARS-CoV-2-больных. В буду-

щем предстоит выяснить другие проявления патогенного 

действия E. faecium и E. faecalis у коронавирусных пациентов.

Потенциальную опасность вторичных энтерококковых 

инфекционных осложнений после коронавирусной инфек-

ции следует учитывать при выборе антимикробных лечебно-

профилактических средств (бактериофагов, бактериоцинов, 

антибиотиков, пробиотиков, литических ферментов). В этих 

условиях использование специализированных препаратов, 

селективных в отношении конкретных микроорганизмов, 

является предпочтительным.
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Особенности моделирования сибирской язвы 

с использованием различных видов мелких 

лабораторных животных 
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Сибирская язва – особо опасный зооантропоноз, вызываемый грамположительной спорообразующей бактерией 
Bacillus anthracis. Это заболевание встречается преимущественно у копытных травоядных животных, в т.ч. используе-
мых в сельском хозяйстве, но может поражать и человека. Но для моделирования сибирской язвы, способов ее лече-
ния и профилактики приходится использовать более доступные биологические модели мелких грызунов и кроликов, 
которые по своей чувствительности к инфекции и особенностям инфекционного процесса отличаются от копытных и 
людей. В данной статье мы приводим обзор литературных источников, в которых описываются эпидемиологические и 
клинические особенности сибиреязвенной инфекции у наиболее распространенных лабораторных животных и особен-
ности использования этих животных для моделирования сибирской язвы.
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Anthrax is a particularly dangerous zooanthroponosis caused by the gram–positive spore-forming bacterium Bacillus anthracis. 
This disease occurs primarily in ungulate herbivorous, including those used in livestock farming, but can also affect humans. 
But for modeling anthrax and its treatment and prevention methods, it is necessary to use more accessible biological models 
of rodents and rabbits, which differ in their sensitivity to infection and the characteristics of the infectious process from ungulates 
and humans. In this article, we provide an overview of literature sources that describe the epidemiological and clinical features 
of anthrax infection in the most common laboratory animals and the features of using these animals for modeling anthrax.
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С
ибирская язва – особо опасное заболевание животных 

и человека, вызываемое грамм-положительной споро-

образующей бактерией Bacillus anthracis. Патогенность 

B. anthracis обеспечивается наличием двух плазмид – рХО1 

и рХО2, несущих генетические детерминанты основных 

факторов патогенности. На плазмиде рХО1 расположены 

гены, кодирующие сибиреязвенный токсин, состоящий из 

трех компонентов – протективного антигена (protective 

antigen/PA), летального фактора (lethal factor/LF) и отечного 

фактора (edema factor/EF). LF представляет собой цинк-

зависимую металлопротеиназу, расщепляющую N-конец 

митоген-активируемыех киназ (MAPKKs или MEKs) клетки 

хозяина, нарушая при этом сигнальные пути регуляции про-

лиферации и защиты клеток от стресса. EF – кальмодулин-

зависимая аденилатциклаза. Увеличивая уровни цикличе-

ского аденозинмонофосфата (цАМФ), EF влияет на сигналь-

https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor
https://www.pdf-xchange.com/product/pdf-xchange-editor


111

Особенности моделирования сибирской язвы с использованием различных видов мелких лабораторных животных 

Features of modeling anthrax on various types of small laboratory animals

ные пути клетки-хозяина. Клинически действие EF проявля-

ется как отек тканей. PA представляет собой порообразую-

щий белок, который образует комплекс с LF или EF, называ-

емые соответственно летальным токсином (LT) и отечным 

токсином (ET). Связываясь с клеточными рецепторами 

(TEM8 и CMG2), PA опосредует проникновение LF или EF в 

цитозоль клеток млекопитающих [1–3]. На плазмиде рХО2 

расположен оперон capBCAЕD, кодирующий ферменты син-

теза капсулы, состоящей из поли-D-γ-глутаминовой кислоты. 

Капсула покрывает поверхность вегетативной клетки 

B. anthracis, защищая ее от иммунных реакций хозяина [4]. 

Вторая ключевая для эпидемиологии сибирской язвы осо-

бенность B. anthracis – это присущая данному патогену, как 

представителю рода Bacillus, способность к формированию 

эндоспор, крайне устойчивых в окружающей среде [5, 6]. В 

естественных условиях жизненный цикл B. anthracis выгля-

дит следующим образом. Проникая в организм хозяина, 

споры прорастают в вегетативные клетки, которые затем 

растут и размножаются в точке проникновения или в бли-

жайших лимфатических тканях. Затем, если болезнь пере-

ходит в следующую стадию, они распространяются по орга-

низму лимфогематогенным путем и вызывают геморрагиче-

ские некротические поражения, токсемию и сепсис, которые 

могут привести к смерти. После этого вегетативные клетки, 

оставшиеся в трупе хозяина, погибают при его разложении 

под действием гнилостной микрофлоры. Но часть из них по-

падает в окружающую среду, в первую очередь в почву, 

вместе с кровянистыми выделениями из тела на последних 

стадиях инфекции и в ближайшее время после смерти, а 

также при поедании трупа падальщиками, которые устойчи-

вы к заражению. Из попавших в почву клеток B. anthracis 

часть споруется, и, таким образом, жизненный цикл патоге-

на замыкается, а вновь образованные споры способны вы-

звать новый цикл заражения. При этом они сохраняют жиз-

неспособность и, что более важно, вирулентность десятки и 

даже сотни лет, в течение которых место гибели животного 

от сибирской язвы сохраняет эпидемический потенциал, т.е. 

может быть источником новых вспышек заболевания [7, 8]. 

Интересными особенностями эпидемиологии сибирской 

язвы являются: 1) дифференциальная чувствительность к 

заболеванию разных таксономических групп животных; 2) 

обратная корреляция между устойчивостью к сибиреязвен-

ной инфекции (способность препятствовать проникновению 

в организм и развитие в нем возбудителя) и устойчивостью 

к действию сибиреязвенного токсина [9, 10]. Наиболее чув-

ствительная к инфекции группа животных, среди которых 

она преимущественно циркулирует, – это копытные травояд-

ные. Заражение происходит в основном при поедании конта-

минированного спорами B. anthracis корма, в естественных 

условиях – это контаминированная почва, налипшая на 

корни вырываемых пасущимся животным растений. Так как 

эта группа животных составляет основу сельского хозяй-

ства, люди, контактирующие с ними, также подвергаются 

риску заражения. Хотя человек и считается относительно 

устойчивым к заражению сибирской язвой, существует вы-

сокий риск летального исхода, особенно при желудочно-ки-

шечной и легочной формах заболевания. 

В антропогенных экосистемах эпидемиология сибирской 

язвы значительно сложнее. Во-первых, существенно возрас-

тает опасность алиментарного заражения, так как особен-

ности современных технологических процессов и логистики 

могут привести к тому, что одно заболевшее животное ста-

нет источником заражения большого количества животных 

(с пищевыми добавками животного происхождения) или 

людей, рассредоточенных на значительных территориях. Во-

вторых, высокую значимость приобретают другие формы 

инфекции – кожная и ингаляторная, возникающие, соответ-

ственно, при непосредственном контакте с зараженным жи-

вотным или при переработке контаминированной продукции 

и при аэрозолировании материала, содержащего споры 

B. anthracis, и вдыхании таких аэрозолей. 

Обобщая, мы можем сказать, что в большинстве случаев 

сибирская язва протекает как алиментарная инфекция ко-

пытных и алиментарная, кожная и легочная инфекция чело-

века. Но в этом и сложность изучения сибирской язвы, так 

как моделировать инфекцию для изучения ее патогенеза, 

способов лечения и вакцинопрофилактики, используя ко-

пытных и имитирующих человека приматов, в большинстве 

случаев невозможно по соображениям экономического и 

этического характера. Поэтому исследователи вынуждены 

использовать более распространенные и доступные биоло-

гические модели – мелких грызунов (мышей, крыс, морских 

свинок) и кроликов. Но эти животные не болеют сибирской 

язвой в природе, что уже указывает на то, что они отличают-

ся по своей чувствительности к этому заболеванию от ко-

пытных и приматов. Более того, и при экспериментальном 

заражении они отличаются между собой по чувствительно-

сти к инфекции, к воздействию сибиреязвенного токсина и 

по особенностям инфекционного процесса. И эти особенно-

сти каждого вида (а иногда и внутривидовой группы) мо-

дельных животных необходимо учитывать при планирова-

нии каждого конкретного эксперимента. В этом обзоре мы 

описываем основные особенности моделирования сибир-

ской язвы с использованием разных видов мелких лабора-

торных животных.

Мыши

Мыши – наиболее часто используемый вид животных в 

микробиологии патогенных микроорганизмов, в т.ч. и сиби-

реязвенного микроба. Это обусловлено малым размером и 

низкой стоимостью самих животных и их содержания, что 

снижает стоимость экспериментов и позволяет увеличить 

количество используемых животных, тем самым повышая 

статистическую достоверность полученных результатов. 

Кроме того, существует большое количество генетически 

охарактеризованных инбредных линий мышей, что позволя-

ет подобрать наиболее подходящую для целей эксперимен-

та линию.

Одно из наиболее существенных преимуществ мышей 

при моделировании сибирской язвы – это наличие инбред-

ных линий, восприимчивых к инфекции, вызываемой бес-

капсульными штаммами, такими как Sterne-подобные живые 

вакцины – штаммы Sterne, СТИ-1, A16R и т.д. Такие штаммы 

относятся к 3-й группе патогенности, и работа с ними может 

проводиться в лабораториях, не оборудованных для работы 

с высокопатогенными микроорганизмами, т.е. эксперимен-

тальная работа становится доступной более широкому кругу 

исследователей. Однако различия в чувствительности к 
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pXO1+pXO2--штаммам у мышей и людей не позволяют экс-

траполировать полученные на мышах экспериментальные 

результаты на людей. 

Вторым недостатком мышиной биомодели является чув-

ствительность мышей к капсульным, но нетоксиногенным 

штаммам, невирулентным для человека и других животных 

[11], причем и LD50, и средний срок гибели не отличаются от 

этих показателей при инфицировании полноценными двух-

плазмидными штаммами [12–14]. 

И последний, но наиболее существенный недостаток мы-

шиной биомодели – практически отсутствующая протектив-

ность при вакцинации мышей и последующем заражении 

двухплазмидными вирулентными штаммами B. anthracis (в 

отличие от высокой протективности у кроликов и умеренной 

у морских свинок) [15]. Таким образом, мышей практически 

невозможно использовать для исследований противосиби-

реязвенных вакцин напрямую, за исключением линий, чув-

ствительных к pXO1+pXO2--штаммам, и заражения их таки-

ми штаммами. Но в ряде исследований мышей используют 

для «пассивной иммунизации» крупных животных, на кото-

рых нельзя напрямую оценить протективность, заразив их. В 

этом случае эффективность иммунизации оценивают по 

способности сыворотки крови вакцинированных животных, 

введенной мышам, защищать их от заражения B. anthracis 

[16–19].

Стоит также обратить внимание на анатомические отли-

чия мыши от человека, которые критичны для моделирова-

ния ингаляционной инфекции, такие как: сравнительно 

большая площадь слизистой носа, меньшее количество 

ветвей дыхательных путей, отсутствие бронхиол, гораздо 

большее количество бронхоассоциированной ткани и слабо 

выраженный кашлевой рефлекс [20–22].

Как уже было отмечено выше, у различных видов млеко-

питающих между устойчивостью к инфекции (способностью 

препятствовать проникновению в организм и развитию в 

нем возбудителя) и устойчивостью к токсину существует об-

ратная корреляция. Аналогичная корреляция характерна 

для различных линий мышей, причем именно для мышей 

удалось частично выявить ее причины. В патогенезе сибир-

ской язвы значительную роль играют системы хозяина, рас-

познающие патоген и активирующие врожденный иммуни-

тет, такие как Toll-подобные рецепторы (TLR) и NOD-

подобные рецепторы (NLR). TLR и NLR, сигнальные системы 

макрофагов, активируясь при воздействии клеточных ком-

понентов микроорганизма, в данном случае B. anthracis, ак-

тивируют сигнальный путь митоген-активируемой протеин-

киназы (MAPK), запускающей синтез фактора некроза 

опухолей-α. Летальный токсин B. anthracis расщепляет 

MAPK, блокируя указанные иммунные процессы и индуци-

руя апоптоз [9, 23–28]. 

Кроме того, синтез цАМФ отечным токсином B. anthracis 

также приводит к инактивации многих клеточных сигналь-

ных путей. В основном именно благодаря совокупному дей-

ствию указанных токсинов B. anthracis и преодолевает имму-

нитет хозяина [9]. И именно на этапе блокировки NLR-

опосредованных механизмов и возникает обратная корреля-

ция между чувствительностью к токсину и развитием инфек-

ции. Дело в том, что белок Nlrp1b семейства NLR может ко-

дироваться так называемым LF-чувствительным аллелем. 

Этот вариант Nlrp1bS легко расщепляется летальным токси-

ном B. anthracis, что приводит к быстрому лизису макрофа-

га, но он при этом активирует каспазу-1, которая, в свою 

очередь, индуцирует продукцию провоспалительных цитоки-

нов интерлейкина-1β и интерлейкина-18, активизирующих 

нейтрофилы и моноядерные фагоциты [29–30]. Этот каскад-

ный механизм позволяет подавить сибиреязвенный микроб, 

не допустив его размножения и распространения в организ-

ме, т.е. развития инфекции. И таким образом мыши, имею-

щие легко лизируемые летальным сибиреязвенным токси-

ном макрофаги, оказываются в большей степени способны 

подавить сибиреязвенную инфекцию. И наоборот, мыши, 

обладающие устойчивым к токсину вариантом Nlrp1b и, со-

ответственно, устойчивыми макрофагами, оказываются в 

меньшей степени способными противодействовать инфек-

ции [9]. 

Как и в случае многих других заболеваний, устойчивость 

к сибирской язве обеспечивается многими факторами и не 

исчерпывается описанным выше механизмом. Значительную 

роль в дифференциальной чувствительности к сибирской 

язве у мышей также играют характерные для некоторых 

линий особенности функционирования системы комплемен-

та. Более чувствительными к инфекции являются так назы-

ваемые С5--линии мышей, например линии DBA/2J и A/J, 

дефицитные по С5-компоненту системы комплемента (коди-

руется локусом Hc), участвующему в воспалительных реак-

циях и мобилизации фагоцитирующих клеток. Именно С5--

линии мышей оказались крайне удобной моделью для раз-

работки и оценки эффективности вакцинных противосиби-

реязвенных препаратов. Эти линии чувствительны к tox+cap-- 

штаммам B. anthracis, и их вакцинация с последующим за-

ражением такими штаммами – единственная возможность 

оценить протективность вакцин на мышиной модели, так как 

добиться устойчивой протективности при заражении 

tox+cap+-штаммами на мышах не получается, а к штаммам 

tox+cap- другие линии мышей достаточно устойчивы и без 

вакцинации [9]. Кроме того, модель С5--мышей, заражаемых 

tox+cap--штаммами B. anthracis, как упоминалось выше, хо-

рошо подходит для оценки эффективности иммунизации 

животных, экспериментальное заражение которых виру-

лентными штаммами невозможно по этическим и/или эконо-

мическим причинам. В этом случае сыворотку таких живот-

ных вводят С5--мышам и оценивают ее способность препят-

ствовать заражению мышей tox+cap--штаммами B. anthracis, 

такими как Sterne [19].

Какими бы ни были механизмы, приводящие к различиям 

в чувствительности разных линий мышей к сибирской язве и 

к сибиреязвенным токсинам, для практической работы в со-

ответствующих лабораториях важно представлять себе 

сравнительную степень чувствительности конкретной линии 

для более корректного планирования экспериментов. По 

чувствительности к сибирской язве основные линии мышей 

можно разделить на три группы: 1) чувствительные: DBA/2J, 

A/J; 2) сравнительно устойчивые: C3H/HeN, C57BL/6J, 

C3HHeJ, C57L/J, C58/J; 3) устойчивые: CBA/J, BALB/cJ, 

C57BR/cdJ. У чувствительных линий LD50 при интраназаль-

ном или интраперитонеальном заражении одноплазмидны-

ми tox+cap--штаммами составляет 103–104 КОЕ/мышь, у 

устойчивых – 106–108 КОЕ/мышь [9].
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В целом, несмотря на ряд описанных ограничений, мыши-

ная модель сибирской язвы остается незаменимой в каче-

стве удобного и недорогого первого этапа исследований in 

vivo, результаты которых, тем не менее, зачастую должны 

быть подтверждены на других виды лабораторных животных 

(а в случае работы на моделях, использующих tox+cap--

штаммы B. anthracis – еще и на полноценных двухплазмид-

ных штаммах).

Крысы

Видовая особенность крыс как модели сибирской язвы – 

это высокая устойчивость к B. anthracis и при этом крайне 

выраженная чувствительность к сибиреязвенному токсину. 

Например, чувствительность к LF на килограмм массы тела 

для крыс линии Fisher составляет 120 мкг, РА – 145 мкг; LF 

для морских свинок – 250 мкг, РА 300 мкг; LF для мышей – 

225 мкг, РА – 270 мкг. [31]. При этом чувствительность крыс 

к летальному токсину гораздо выше, чем у мышей, коррели-

рует с чувствительностью их макрофагов к лизису под дей-

ствием этого токсина, которая опосредована рецептором 

NLR Nlrp1, крысиным гомологом мышиного Nlrp1b [9]. 

Именно высокая чувствительность к летальному токсину 

делает крыс идеальной моделью для разработки токсин-

нейтрализующих препаратов [32–35] либо препаратов, уси-

ливающих действие LT [36]. В то же время устойчивость к 

инфекции делает их неподходящей моделью для опытов, 

предусматривающих заражение (таких как определение ви-

рулентности, выделение штаммов через биопробу, опреде-

ление эффективности вакцинных препаратов).

Морские свинки

Исторически морские свинки – одна из наиболее распро-

страненных животных моделей сибирской язвы, используе-

мая для оценки вирулентности штаммов, изучения механиз-

мов патогенеза и разработки противосибиреязвенных пре-

паратов. Обладая большим размером тела, морские свинки 

более удобны для гистологических и анатомических иссле-

дований. В то же время стоимость их содержания не слиш-

ком затратна [9].

Морские свинки характеризуются высокой чувствитель-

ностью к заражению B. anthracis и при этом довольно устой-

чивы к действию сибиреязвенных токсинов [37]. Общая 

клиническая картина сибирской язвы у морских свинок об-

ладает рядом характерных особенностей. Во-первых, у них 

развивается ярко выраженная бактериемия в крови и селе-

зенке, которая может достигать 109 КОЕ/мл крови и сохра-

няться на постоянном уровне длительное время [38, 39]. 

Возможно, эта особенность возникает как следствие устой-

чивости к токсинам. По мере развития инфекции возрастает 

численность B. anthracis во внутренней среде организма, и 

пропорционально численности патогена возрастает количе-

ство выделяющихся им токсинов – до тех пор, пока это не 

приведет к смерти хозяина. И в этом случае устойчивость 

хозяина к токсинам позволяет патогену дольше наращивать 

свою численность, что приводит к более выраженной бакте-

риемии. Во-вторых, у морских свинок при сибирской язве не 

возникает лихорадки, температура тела остается стабиль-

ной и лишь на терминальных стадиях болезни быстро сни-

жается (в то время как у кроликов, свиней, собак и людей в 

ответ на инфекцию поднимается температура, тогда как у 

крыс и шимпанзе не наблюдается значительных колебаний 

температуры во время инфекции) [40].

При использовании морских свинок в качестве биологи-

ческой модели сибирской язвы важно учитывать следующие 

видоспецифические особенности этой модели:

1) чувствительность морских свинок к сибиреязвенной 

инфекции характеризуется тем, что для развития летальной 

инфекции достаточно, чтоб заражающий штамм обладал 

лишь одним из токсинов – летальным или отечным [41]. 

Более того, даже РА-негативные, т.е. полностью нетоксич-

ные штаммы могут спровоцировать у морских свинок ле-

тальную инфекцию [42–43]. В то же время мутантные штам-

мы B. anthracis с нарушенными путями биосинтеза пуринов, 

сохраняющие вирулентностью для мышей и кроликов, ави-

рулентны для морских свинок; таким образом, морские 

свинки, несмотря на высокую чувствительность к сибирской 

язве в целом, могут оказаться устойчивыми к штаммам с 

особенными требованиями к наличию питательных веществ 

[44];

2) при исследовании на морских свинках эффективности 

противосибиреязвенных вакцин следует учитывать, что их 

вакцинация субъединичными вакцинами, такими как AVA, не 

приводит к высокой защищенности при последующем зара-

жении вирулентными штаммами B. anthracis. Более того, 

было обнаружено, что различные природные штаммы 

B. anthracis способны с различной эффективностью преодо-

левать иммунитет, приобретенный после такой вакцинации. 

Это штамм-специфичная черта, корреляция которой с други-

ми свойствами штамма, в т.ч. с вирулентностью для других 

лабораторных животных или географическим местом выде-

ления этого штамма, не была выявлена [9]. Таким образом, 

штаммы B. anthracis можно дифференцировать по вирулент-

ности для морских свинок, вакцинированных субъединичны-

ми вакцинами, но экстраполировать эти данные на других 

животных и человека едва ли возможно.

В то же время, в отличие от химических вакцин, при вак-

цинации морских свинок живыми вакцинами указанного 

эффекта не наблюдается, и вакцинация эффективно защи-

щает животных от любых вирулентных штаммов сибиреяз-

венного микроба [45, 46];

3) морские свинки – это одна из наиболее удачных моде-

лей для исследования иммуногенных свойств адъювантов 

при вакцинации от сибирской язвы, так как полученные ре-

зультаты лучше экстраполируются на человека, чем, напри-

мер, результаты, полученные на кроликах [47–49]. У морских 

свинок повышена чувствительность к некоторым антибио-

тикам. Это может исказить результаты экспериментов по 

разработке методов антибиотикотерапии инфекционных 

болезней, в т.ч. и сибирской язвы [50].

Кролики

Кролики, как модельное животное для исследований си-

бирской язвы, если так можно выразиться, занимают про-

межуточное положение между морскими свинками и при-

матами по стоимости исследований и возможности экстра-

поляции полученных результатов на человека. К тому же 

вакцинные и/или терапевтические препараты перед клини-

ческими испытаниями должны быть охарактеризованы на 
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нескольких животных моделях. С учетом высокой стоимости 

приматов и ограниченной пригодности мышиной модели 

именно кролики, в паре с морскими свинками, используются 

для соответствующих опытов [9]. В экспериментах по моде-

лированию сибирской язвы используются преимущественно 

новозеландские белые и карликовые датские (Brabander, 

Hollander) кролики, но в целом данные, полученные на раз-

ных линиях кроликов, коррелируют между собой, что делает 

подбор той или иной линии животных не столь актуальным, 

как при использовании мышиной модели [9]. Кролики доста-

точно чувствительны к сибирской язве. Среднее время 

жизни после заражения составляет 2–4 дня. 

Главное преимущество кроличьей модели сибирской язвы 

заключается в схожести инфекционного процесса у кроликов 

и приматов, включая человека, но все же у кроликов патоло-

гические изменения чуть менее выражены. Возможно, менее 

выраженная патология обусловлена чувствительностью кро-

ликов к сибирской язве – из-за малого времени жизни после 

заражения более серьезная симптоматика не успевает раз-

виться [51]. Схожий ответ на инфекцию наблюдается со сто-

роны сердечно-сосудистой (снижение артериального давле-

ния и изменение состава сыворотки крови) системы (респи-

раторный дистресс). Также наблюдается разрушение лим-

фоидной ткани в селезенке и в ближайших к месту введения 

патогена региональных лимфатических узлах. В случае 

подкожного заражения поражаются подмышечные лимфати-

ческие узлы, при аэрозольном заражении – нижнечелюстные 

или средостенные [9, 50]. В то же время, в отличие от при-

матов, у кроликов редко развивается сибиреязвенный ме-

нингит. Интересно, что для его развития требуется, чтобы у 

заражающего штамма присутствовала плазмида рХО2 и ре-

гуляторный ген atхА, локализованный на плазмиде рХО1, но 

не гены токсинообразования [9, 50].

Штаммы, лишенные летального токсина, но сохранившие 

плазмиду рХО2 и ген atхА в целом сохранят для кроликов 

вирулентность, сопоставимую с вирулентностью полноцен-

ных природных штаммов [42], причем, несмотря на развитие 

внутренних патологий при сибирской язве у кроликов, внеш-

ние проявления болезни бывают практически неразличимы-

ми до гибели животных. Это не искажает данных экспери-

мента, но доставляет неудобства с точки зрения биоэтики, 

так как может затруднить своевременную эвтаназию.

Также можно отметить, что кроликов пытались использо-

вать как модель для оценки вирулентности штамма B. cereus 

G9241, выделенного от человека, у которого он вызвал тя-

желую легочную инфекцию, схожую с сибирской язвой. 

Подобные штаммы, обладающие плазмидами, функцио-

нально аналогичными плазмидам pXO1 и pXO2, можно объ-

единить в группу B. cereus bv. anthracis, или bv. anthracoid. 

Они представляют серьезную угрозу для приматов в зоне 

дождевого леса, которая диктует необходимость разработки 

адекватной модели оценки эпидемического потенциала 

таких штаммов. Несмотря на то, что кролики высокочувстви-

тельны к B. anthracis, к штамму G9241 они оказались абсо-

лютно устойчивыми при подкожном заражении и демонстри-

ровали LD50 на 2 порядка выше, чем для вирулентных штам-

мов сибиреязвенного микроба при аэрозольном заражении 

[52]. Подобные штаммы B. cereus, несмотря на патогенность 

для нечеловеческих приматов, слабо вирулентны для людей 

и для развития инфекционного процесса требуют наличия 

иммуносупрессивного состояния человека. Слабая виру-

лентность для нативных кроликов, возможно, коррелирует с 

вирулентностью для людей, что лишний раз подчеркивает 

важность кроличьей модели бациллярных заболеваний че-

ловека [9].

Кролики традиционно используются в качестве модели 

для разработки субъединичных вакцин против сибирской 

язвы и новых методик вакцинации, хотя из-за высокой чув-

ствительности животных к заражению сибирской язвой и 

малого времени жизни при летальной инфекции охаракте-

ризовать защитные свойства вакцин на модели кроликов 

несколько труднее, чем на модели приматов. Но при этом у 

кроликов прослеживается корреляция между титром анти-

тел против PA и протективностью при заражении вирулент-

ными штаммами B. anthracis, что дает возможность прово-

дить измерения эффективности вакцинации на основе in 

vitro анализа сывороток вакцинированных животных без не-

посредственного заражения [9]. Также модель кроликов при-

меняется для разработки противосибиреязвенной терапии с 

применением как токсин-нейтрализирующих антител, так и 

антибиотикотерапии. Но, как и в случае с морскими свинка-

ми, на результаты экспериментов может повлиять повышен-

ная чувствительность кроликов к некоторым терапевтиче-

ским препаратам и антибиотикам [50].

Золотистые хомячки 

Нам не удалось найти достаточно детального описания 

возможностей исследований сибирской язвы с использова-

нием биомодели золотистых (сирийских) хомячков. Лишь в 

нескольких исследованиях хомячки использовались для 

оценки протективности противосибиреязвенных вакцин. 

Так, А.Померанцев [53] сообщал о возможности эффектив-

ной вакцинации хомячков живым вакцинным штаммом. 

P.F.Fellows [54] при вакцинации хомячков человеческой вак-

циной AVA обнаружил, что, несмотря на то, что у всех вакци-

нированных животных детектировались высокие титры ан-

тител, вакцинация не предотвратила гибели при заражении 

вирулентным штаммом B. anthracis. В работе [55] было по-

казано, что вакцинация золотистых хомячков рекомбинант-

ными белками B. anthracis приводит к продукции высоких 

титров специфических антител и к защите от заражения 

токсикогенным инкапсулированным аттенуированным штам-

мом B. anthracis 71/12. Этот штамм является представите-

лем так называемых Pasteur-подобных живых вакцин, кото-

рые сохранили обе плазмиды вирулентности, но значитель-

но снизили их копийность, в результате чего не полностью 

утеряли вирулентность. В этой модели – вакцинация реком-

бинантными белками с адъювантом Фрейнда и последую-

щее заражение Pasteur-подобным штаммом – золотистые 

хомячки по протективности и иммуногенности вакцины были 

сравнимы с морскими свинками.

Заключение

На самом деле, учитывая все вышеизложенное, вопрос 

стоит не об изучении вирулентности, патогенеза и методов 

терапии и вакцинопрофилактики сибирской язвы самих по 

себе, а о них же, но в отношении лишь взаимодействия па-

тогена с определенным хозяином. При этом очевидно, что 
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наибольший интерес представляют указанные аспекты си-

биреязвенной инфекции у людей и одомашненных копытных 

животных, являющихся основой сельского хозяйства (сви-

ней, коров, лошадей, коз, овец и т.д.). Но абсолютное боль-

шинство лабораторий, изучающих сибирскую язву и ее воз-

будитель, вынуждены ограничиваться в своей работе наи-

более распространенными лабораторными модельными 

животными – мышами, крысами, морскими свинками и кро-

ликами, так как использование копытных и приматов (наи-

более близких к человеку животных) ограничено не только 

соображениями биоэтики, но и экономическими причина-

ми – стоимость самих животных и их содержания в вивариях 

BSL3-BSL4 (патогенность B. anthracis диктует именно такие 

требования к лабораториям и вивариям) делает использова-

ние таких животных неоправданно дорогим для повседнев-

ной работы. Таким образом, если, например, для итоговых 

испытаний вакцинных или терапевтических противосибире-

язвенных препаратов можно использовать приматов и сель-

скохозяйственных животных, то для их разработки и первич-

ных испытаний, равно как для другой рутинной работы, 

приходится обходиться грызунами и кроликами, т.е. живот-

ными, которые в природе не являются основными хозяевами 

сибиреязвенного микроба. И это приводит к необходимости 

так выбирать модельный организм, чтобы его реакция в экс-

перименте могла быть в какой-то мере экстраполирована на 

реакцию «целевого» крупного млекопитающего, в первую 

очередь человека. А так как основные виды и даже линии 

лабораторных животных отличаются по своей реакции на 

заражение сибирской язвой, зачастую требуется использо-

вание на разных этапах экспериментальной работы разных 

лабораторных животных, в зависимости от того, какой кон-

кретно аспект сибиреязвенной инфекции в данный момент 

требуется смоделировать.
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ИИ революционизирует предсказание функций белков 
с помощью «DeepGO-SE» 

Ученые разработали «DeepGO-SE» – метод пред-

сказания функций генной онтологии (ГО) по белко-

вым последовательностям с помощью большой, 

предварительно обученной модели белкового языка.

Хотя предсказание структуры белков с годами 

становится все более точным, предсказание функ-

ций белков остается сложной задачей из-за ограни-

ченного числа известных функций, усугубляемого их 

взаимодействием и сложностью. Для описания функ-

ций белков используются ГО. ГО включает три по-

донтологии, описывающие молекулярные функции-

белков, их роль в биологических процессах и клеточ-

ные компоненты, в которых они активны.

Фоновые знания, содержащиеся в аксиомах ГО, 

могут быть использованы с помощью моделей ма-

шинного обучения для улучшения прогнозов

В настоящем исследовании ученые разработали метод предсказания функций белков DeepGO-SE, использующий боль-

шую, предварительно обученную модель языка белков. В DeepGO-SE реализовано обучение с расширением знаний за счет 

семантического соответствия в три этапа. 

Затем отдельные белки были представлены вкраплениями эволюционной модели 2 (ESM2) и использованы в качестве 

экземпляров в приблизительной модели для максимизации истинности утверждения в качестве цели оптимизации. Наконец, 

эта процедура была повторена для создания приблизительных моделей.

Исследователи сравнили свой метод с пятью базовыми методами, используя набор данных UniProtKB/Swiss-Prot. 

Базовыми методами были наивный подход, многослойный перцептрон (MLP), DeepGraphGO, DeepGoZero и DeepGOCNN. 

Подонтологии ГО обучались и оценивались отдельно. DeepGO-SE значительно превзошел базовые методы.

В целом, DeepGO-SE – это улучшенный метод предсказания функций белков, который включает в себя особенности по-

следовательности, полученные из предварительно обученной модели языка белков, фоновые знания ГО и белок-белковые 

взаимодействия. Он может предсказывать биологические процессы и клеточные компоненты только на основе последова-

тельности белков, однако для получения наилучших результатов требуется информация о белок-белковых взаимодействиях. 

Поскольку многие новые белки не имеют известных взаимодействий, необходимы методы, предсказывающие взаимодей-

ствия для новых белков только по их последовательности.

Kulmanov M, Guzmán-Vega FJ, Duek Roggli P, Lane L, Arold ST, Hoehndorf R.

Protein function prediction as approximate semantic entailment.
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Ч
етвертичные аммониевые соединения (ЧАС) являются 

представителями катионных поверхностно-активных 

веществ (ПАВ) и широко используются в составе дезинфици-

рующих средств (ДС) как самостоятельные дезинфицирую-

щие вещества (ДВ), так и в комбинациях с другими ДВ. 

Представители этой группы дезинфектантов обладают бак-

терицидной и фунгицидной активностью. Избирательно инак-

тивируют вирусы (неэффективны при инактивации вирусов 

без оболочки). Не проявляют спороцидного и туберкулоцид-

ного действия. 

ДС на основе ЧАС обладают комплексом преимуществ: 

нелетучи, неогнеопасны, в рекомендованных концентрациях 

не оказывают местно-раздражающего, кожно-резорбтивного 

и сенсибилизирующего действия, не вызывают коррозии ме-

таллов, многие обладают моющими свойствами, что позволя-

ет объединить очистку и дезинфекцию. По своим характери-

стикам эти соединения подходят для использования в меди-

цинских, ветеринарных, пищевых, животноводческих органи-

зациях и для бытовых нужд. 

Первые представители этого класса веществ активно ис-

пользуются с 1940-х гг. (бензалкония хлорид – с 1935 г.) и 

нашли широкое применение в качестве дезинфектантов, ан-

тисептиков, консервантов и ПАВ. Помимо дезинфектологии, 

благодаря своим физико-химическим свойствам востребова-

ны в промышленности и быту, как красители, смягчители и 

т.д. [1, 2].
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Цель: анализ данных о практическом применении дезин-

фектантов на основе ЧАС, затрагивающий вопросы описа-

ния, классификации, преимуществ и недостатков в сравне-

нии с другими дезинфицирующими веществами, путем про-

ведения систематического обзора публикаций соответствую-

щих оригинальных исследований.

Материалы и методы

Проведен поиск информации в электронной базе данных 

PubMed по языку и дате публикации.

В работу включались все описательно-оценочные иссле-

дования, опубликованные в период с января 2020 г. по август 

2023 г. и содержащие информацию следующего типа:

1) вопросы, связанные с изучением механизмов дезинфи-

цирующего действия ЧАС;

2) определение противомикробной активности ДС, содер-

жащих ЧАС в качестве ДВ;

3) определение противомикробной эффективности;

4) антимикробная резистентность, включая вопросы гено-

типического и фенотипического ее формирования, определе-

ния устойчивых к ДС штаммов микроорганизмов и их эколо-

гических ниш, определения активности ДС в отношении ре-

зистентных штаммов микроорганизмов;

5) сравнение режимов, протоколов, методик обработки ДС; 

6) систематические обзоры публикаций более ранних вре-

менных периодов.

Из обзора были исключены публикации, освещающее ис-

пользование ЧАС не в качестве ДВ (например, в качества 

новых лекарственных препаратов в онкологии, стоматоло-

гии); повторные публикации, содержащие сходные данные.

При выполнении поиска использовались следующие тер-

мины в базе данных PubMed: (“quaternary ammonium 

compound”) AND (disinfect*). Такой запрос позволил на основе 

семантического анализа текста публикаций максимально ис-

ключить статьи, не соответствующие целям исследования.

Результаты исследования и их обсуждение

Временные рамки публикаций, отобранных по терминам, 

ограничены 1951–2023 гг. По результатам поискового запро-

са обнаружены 304 публикации, из которых 293 соответство-

вали критериям включения. За период 01.01.2020–25.08.2023 

было отобрано 67 публикаций.

Российскими химиками-исследователями на основе лите-

ратурного обзора установлена связь между структурой ЧАС 

и биоцидной активностью. Так, ЧАС с несколькими атомами 

азота (бис-, мульти-, поли-) в сравнении с моно-катионными 

соединениями обладают большим эффектом в отношении 

грамположительных и, тем более, грамотрицательных бакте-

рий. При этом добавление второго заряженного азота без 

алкильной цепи не всегда повышает активность, тогда как 

добавление второй и третьей алкильных цепей увеличивает 

токсичность. Эфирные и амидные группы между азотом и 

алкильной группой уменьшают эффективность и токсичность 

соединений [3].

Изучению механизмов антимикробного действия посвяще-

но не так много работ. В исследованиях канадских ученых 

разработан быстрый флуоресцентный мембранный анализ 

на основе красителя йодида пропидия с целью различать 

восприимчивость к ЧАС – бензалконию и цетримиду – среди 

грамотрицательных видов Enterobacterales и Pseudomona-

dales. Поскольку липиды клеточной оболочки являются ми-

шенью этих ДВ, то различия в строении липидной оболочки 

влияют на проникновение красителя [4].

Подобный метод применен в других исследованиях 

(Германия, Австралия), посвященных изучению борьбы с ре-

зистентностью. Исследователи описывают синтез флуорес-

центного N-додецил-N,N-диметил-[2-[(4-нитро-2,1,3-бензо-

ксадиазол-7-ил)амино]этил]-йодида азания, декларируют 

противомикробную активность, сравнимую с часто использу-

емыми хлоридом бензалкония и хлоридом бензил-диметил-

додециламмония. Опыты проводили на диких и резистентных 

штаммах Escherichia coli, Staphylococcus aureus и Pseudo-

monas aeruginosa. Экспериментальные исследования ЧАС 

методами проточной цитометрии и флуоресцентной микро-

скопии подтверждают локализацию ДВ в клеточной оболочке 

и позволяют сделать выводы о резистентности бактерий 

(E. coli) к ЧАС, обусловленной снижением внутриклеточного 

накопления у мутанта с пониженным поверхностным заря-

дом, неоднородноcтью накопления в пределах изогенных 

популяций E. coli и увеличением оттока ЧАС, что влияет на 

накопление в клеточной оболочке и цитоплазме [5, 6].

Ученые из Новой Зеландии изучали in vitro активность хло-

рида 3-(триметоксисилил)-пропилдиметилоктадецила-аммо-

ния (CAS 27668–52-6; C26H58ClNO3Si), кремнийорганического 

ЧАС. Игольчатая структура алкильной гидрофобной цепи С18 

проникает в клеточную оболочку, что вызывает денатурацию 

в ней и нарушение электролитного и осмотического баланса в 

клетке и последующий ее лизис. ЧАС распыляли на влажные 

и сухие поверхности стеклянных и полиэтиленовых носите-

лей. ДС показало эффективность к грамположительным бак-

териям (S. aureus), меньшую к грамотрицательным (E. coli), не 

влияло на спорообразующие (Bacillus cereus). Также, опреде-

ляя минимальную подавляющую концентрацию (МПК) в су-

спензионных культурах, авторы открывают путь к обсуждению 

механизма деполяризации мембраны и генерации внутрикле-

точных активных форм кислорода [7].

Изучению механизмов взаимодействия микробной клетки 

с ДС и формирования устойчивости посвящена публикация в 

2022 г. в Microbial Drug Resistance. Изучая антимикробную 

резистентность микроорганизмов, способных к росту в среде, 

содержащей ЧАС в качестве единственного источника угле-

рода, исследователи описывают альтернативные метаболи-

ческие пути, в т.ч. гидроксилирование, N-деалкилирование, 

N-деметилирование и β-окисление ЧАС. Это открывает пер-

спективы как выбора более рациональной тактики использо-

вания ДС, так и экологически безопасного разложения ЧАС в 

окружающей среде, что немаловажно при утилизации ДС [8].

Обсуждению вопроса резистентности микроорганизмов к 

ЧАС посвящены и другие публикации. Китайские ученые ис-

следовали гены устойчивости Pseudoxanthomonas mexicana и 

грибов рода Candida к хлориду гексадецилтриметиламмония 

(ген резистентности к ЧАС, именуемый QRG) [9].

C.J.Slipski, T.R.Jamieson-Datzkiw в Канаде провели иссле-

дования протеобактериальных плазмидных интегронов, ко-

дирующих эффлюксный насос (помпу) оттока ЧАС. Работа 

была посвящена правильному аннотированию и коррекции 
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баз данных секвенирования генов устойчивости к ЧАС. В ка-

честве исследуемой культуры применяли E. coli с множе-

ственной лекарственной устойчивостью. Важный вывод ис-

следования посвящен эффлюксному насосу оттока в био-

пленках и в планктонных культурах [10].

Клонирование и сверхэкспрессия энтеробактериальной 

последовательности Gdx, передаваемой на плазмидах, по-

казали, что эти гены придают более высокую устойчивость к 

ДС, содержащим ЧАС. Это вызвало озабоченность в профи-

лактике безопасности пищевых продуктов [11].

Были изучены 197 штаммов Listeria monocytogenes, ото-

бранных из пищевой, животной и окружающей среды. 

Установлено, что насос оттока emrC, плазмидно-кодируемая 

кассета bcrABC (Elhanafi et al., 2010) и транспозон Tn6188 

(Müller et al., 2013) связаны с устойчивостью к хлориду бен-

залкония. Эти гены передаются плазмидами и чаще встреча-

лись в штаммах, выделенных на объектах пищевой промыш-

ленности, но не от человека [12].

Исследователи из Уганды с использованием методов 

мультиплексной полимеразной цепной реакции и секвениро-

вания по Сэнгеру описывают связанные с резистентностью к 

разным ДС гены (qacA/B и qacC), обнаруженные у S. aureus. 

Изоляты (n = 125) были отобраны на различных инструментах 

парикмахерских салонов. Чаще встречались культуры микро-

организмов Staphylococcus epidermidis (28,1%), S. aureus 

(26,5%). Наибольшая резистентность выявлена к 1%-му рас-

твору гипохлорита натрия (NaCLO). Из 8 устойчивых к ДС 

S. aureus, проанализированных на наличие генов qac, 2 изо-

лята оказались положительными по гену qacA/B, еще 2 изо-

лята оказались положительными по гену qacC. На основании 

этих данных рекомендуется поиск генов qac для устойчиво-

сти к ДС у других видов бактерий [13].

В 40 изолятах S. aureus, выделенных у новорожденных в 

палатах интенсивной терапии (Корея, 2017–2018 гг.), опреде-

лены гены устойчивости к хлоргексидину (qacA/B), ЧАС (smr), 

мупироцину (мутация iles, mupA, mupB). В 70% изолятов при-

сутствовал метициллин-резистентный S. aureus (MRSA) [14].

180 штаммов P. aeruginosa, выделенных в окружающей 

среде лечебного учреждения и человека во Франции с 2011 

по 2020 г., подверглись определению чувствительности к 

7 классам антибиотиков и ЧАС (хлориду дидецилдиметилам-

мония). Снижение восприимчивости к ЧАС наблюдалось у 

28,0% штаммов. Механизм, предположительно, связан с 

сверхэкспрессией гена эффлюксного насоса MexAB-OprM 

(хромосомная резистентность). Cреди изученных штаммов 

11,9% были с множественной лекарственной устойчивостью 

и 0,7% – с широкой лекарственной устойчивостью [15].

Целью исследований германских ученых было изучение 

влияния консервантов на формирование устойчивости к 

противомикробным препаратам. В качестве тест-

микроорганизмов использовали Acinetobacter baylyi, B. subtilis 

и E. coli. Выявлено, что ДС (хлоргексидина биглюконат, диде-

цилдиметиламмония хлорид, металлическая медь, пиретро-

ид, инсектицид перметрин и фунгицид пропиконазол) умерен-

но увеличивают частоту мутаций у E. coli (в 2–4 раза). Хлорид 

бензалкония, хлоргексидин и перметрин умеренно увеличи-

вают (в 4 раза) конъюгацию [16].

В Швейцарии проводили исследования мутации гена 

ΔcspABD, который показал повышение чувствительности к 

низину, катионным противомикробным препаратам, а также к 

ЧАС – хлориду бензалкония [1].

Определение МПК хлоргексидина биглюконата и генов 

резистентности qacA/B, smr и qacJ, qacG на клинические изо-

ляты метициллин-чувствительного Staphylococcus 

pseudintermedius (MSSP, n = 20) и метициллин-резистентного 

S. pseudintermedius (MRSP, n = 50), выделенных от собак, по-

казало несоответствие результатов МПК, заявленных во 

вкладышах (инструкции): они были на порядок ниже [17].

В исследованиях in vitro по вопросу перекрестной устойчи-

вости микроорганизмов к химиотерапевтическим (ципроф-

локсацин) и дезинфицирующим средствам (бензалкония 

хлорид) авторы указывают на более низкий бактерицидный 

эффект на изоляты E. coli [18].

Ряд публикаций американских ученых посвящен воздей-

ствию ЧАС на биогеосферу и влиянию на организм человека, 

включая патологические изменения. На примере соединений 

ЧАС были выявилены пределы профессионального воздей-

ствия и конкретные подходы их определения. Полученные дан-

ные могут быть использованы для оценки гигиены труда [19].

В журнале «Хемосфера» (2022 г.) опубликована статья о 

разработке протокола исследования почвы и микробиоты. 

При этом авторы отмечают значительные концентрации новых 

загрязнителей – фармацевтических препаратов и моющих 

веществ, включая ЧАС с алкильной цепью C12-C18 [20].

В ряде публикаций описана противомикробная эффектив-

ность ДС, в т.ч. содержащих ЧАС. В Малайзии 5%-е и 10%-е 

растворы алкилдиметилбензиламмония хлорида подверглись 

исследованию на эффективность против аэробных мезофиль-

ных бактерий, дрожжей и плесени на поверхности яичной 

скорлупы при определенной микробной нагрузке. Обработка 

эффективна и безопасна для пищевых продуктов [21].

В Кении исследователи показали существование рези-

стентности к антибиотикам среди бактериальных изолятов из 

рыб. При этом изоляты чувствительны к большинству ДВ, в 

т.ч. к ЧАС. ЧАС уступают по эффективности перекиси водо-

роду, формалину и соединениям йода [22].

В одном исследовании (метод – секвенирование и анализ 

ампликона гена 16S рРНК) было показано, что помещения 

(палаты пациентов), обработанные ДС на основе отбеливате-

ля, содержат больше грамположительных микроорганизмов, 

а обработанные ДС на основе ЧАС – грамотрицательных. 

Perry-Dow K.A., de Man T.J.B., Halpin A.L. и другие авторы де-

лают выводы, что характер используемого ДС может влиять 

на микробиом [23].

Интересная публикация M.Islam et al, где доказано, что до-

норы оксида азота (NO) предотвращают образование био-

пленки или диспергируют ее, особенно в сочетании с ДС, 

содержащими ЧАС [24].

Подавляющее большинство публикаций посвящено изуче-

нию и анализу (в случаях обзора) направленной противоми-

кробной активности ЧАС. Наиболее пристальное внимание 

уделено активности ДВ против SARS-CoV-2 либо суррогатов 

этого вируса – оболочечных вирусов.

Также внимание многих исследователей обращено на про-

блему инактивации штаммов микроорганизмов, обладающих 

резистентностью к антибиотикам.

В обзорной американской статье (май 2020 г.) исследова-

тели ставят под сомнение заявление Центров по контролю и 
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профилактике заболеваний (CDC) об эффективности против 

SARS-CoV-2 спиртов и ЧАС. В публикации авторы приводят 

эффективность ДВ против вирусов гриппа, грамположитель-

ных и грамотрицательных бактерий. Доказано, что ДВ эф-

фективны в снижении вирусной нагрузки COVID-19, т.к. ми-

кроорганизмы содержат относительно схожие фосфолипид-

ные мембраны. Приводятся данные о перспективности новых 

мультикатионных ЧАС, что требует дальнейших исследова-

ний [25].

В обзор назальных дезинфектантов против SARS-CoV-2 с 

2010 по 2020 г. были включены ЧАС. Они активны в отноше-

нии и других коронавирусов. Предположительным механиз-

мом действия считается повышение эндоцитарного и лизосо-

мального PH [26].

Канадскими исследователями (2022 г.) проанализирована 

эффективность 21 ДС при инактивации бактериофага MS2 

(хозяин – E. coli), который моделирует кишечные вирусы че-

ловека, такие как NoV и HAV, испытанием на поверхности из 

пластика и нержавеющей стали. Препараты содержали в ка-

честве ДВ спирт, хлорид бензалкония, перекись водорода 

(H2O2), соляную кислоту или NaClO. Для дезинфекции поверх-

ностей, контактирующих с пищевыми продуктами, предложе-

ны ДС, содержащие этанол и NaClO [27].

В журнале «Пищевая микробиология» опубликованы ис-

следования активности ДС на основе лимонной кислоты и 

ЧАС к 14 изолятам L. monocytogenes при 4–30°С. 

Эффективность ДС доказана в опытах жидких культурах при 

4–23°С, на обрабатываемых поверхностях препараты не ока-

зывали должного воздействия [28].

На рынке в Коста-Рике оценивалась распространенность 

L. monocytogenes в мясных продуктах, факторы загрязнен-

ности и чувствительность к ДС на основе кислорода и ЧАС. 

Была продемонстрирована большая активность кислорода, 

также были эффективны ЧАС, но при более высоких концен-

трациях. При этом исследователи высказывают мнение, что 

наличие генов qacH и bcrABC в связке с субрабочей концен-

трацией приводит к формированию резистентных штаммов 

[29].

Для оценки обеззараживания патогенами поверхностей 

(тефлоновые носители) были взяты модельные штаммы 

S. aureus и Acinetobacter baumannii. Для обработки использо-

вали салфетки, пропитанные 0,26%-м ЧАС (продукт А) и 

0,025%-й раствор гипохлорита натрия при нейтральном рН, 

первый оказался более эффективен, чем второй [30].

Cutts T.A., Kasloff S.B. и другие исследователи оценивали 

эффективность четырех ДС в салфетках, пропитанных акти-

вированной перекисью водорода, этанолом, гипохлоритом 

натрия (NaOCl) и ДС на основе ЧАС против вируса Эбола, 

варианта Макона (EBOV), вируса везикулярного стоматита 

(VSV) серотипа Индианы. Все образцы ДС были эффектив-

ны [31].

Исследовали влияние ряда факторов, включая ЧАС, на 

эффективность дезинфицирующих средств для рук на спир-

товой основе (этиловый или изопропиловый спирты), повто-

ренные через 3 месяца. Было показано, что как время воз-

действия, так и тип дезинфицирующего средства влияли на 

активность против S. aureus, тогда как для E. coli время воз-

действия было значимым, в то время как тип дезинфицирую-

щего средства был менее значимым. Включение в состав 

дезсредства ЧАС по-разному влияло на 3-месячную актив-

ность образцов. Исследователи пришли к выводу, что соста-

вы должны быть наилучшим образом адаптированы для кон-

кретных целей, а универсального дезинфицирующего сред-

ства для рук может не существовать. [32].

Yim J.H., Song K.Y. и Kim H. оценили эффективность гипо-

хлорита натрия, гипохлорита кальция и ЧАС в ингибировании 

вегетативных клеток и спор Bacillus anthracis – возбудителя 

сибирской язвы, которая часто в ветеринарии вызывает 

смерть животных. Гипохлорит кальция и ЧАС показали луч-

шую эффективность, чем гипохлорит натрия, в полном унич-

тожении вегетативных клеток. ДС на основе ЧАС был неэф-

фективен против спор суррогата B. anthracis [33].

В Португалии проводили изучение эффективности и дол-

говечности коммерческого поверхностного покрытия на осно-

ве ЧАС (<0,5% диметилоктадециламмония хлорид; <0,3% 

дидецилдиметиламмония хлорид; <0,2% другие ЧАС; вспомо-

гательные вещества и растворители). ДС наносили на по-

верхности стекла, поливинилхлорида и нержавеющей стали. 

Антимикробное покрытие было эффективно против тест-

организмов (E. coli ATCC 25922, A. baumannii ESB260 и 

L. monocytogenes Scott A) уже менее чем за одну минуту, но 

не более одной недели При оценке влияния миграции ЧАС в 

пищу обнаруженные следовые количества (≤0,2 мг/кг) не про-

демонстрировали цитотоксичности для клеток колоректаль-

ной аденокарциномы человека [34].

Органосилановые ЧАС исследовались в качестве антими-

кробных покрытий, которые после истирания в течение 2 ч 

сохраняли свою активность. 

Результаты демонстрируют, что некоторые ЧАС обладают 

вирулицидной активностью в отношении оболочечных виру-

сов, но не в соответствии с требуемыми условиями. Объектом 

исследования являлся бактериофаг ф6 (Pseudomonas 

syringae) [35].

Установлено, что препарат на основе ЧАС (С8-С18) был 

неэффективен в отношении штаммов Bordetella pertussis, вы-

деленных у пациентов с коклюшем в Чехии в 2014 и 2015 гг., 

а два препарата на основе этанола и пропанола оказались 

более эффективными [2].

Бактерии Acinetobacter spp., которые часто являются пи-

щевыми патогенами, подверглись воздействию ДС на основе 

гипохлорита натрия, ЧАС и бигуанида и ДС с надуксусной 

кислотой. Доказано, что в рекомендуемых дозировках рабо-

тает только комбинированный препарат [36].

В Японии в исследованиях in vitro при разработке модели 

птичников, зараженных сальмонеллой путем осаждения пыли 

на керамические носители и носители из нержавеющей 

стали, выявили, что микроорганизмы образовывали сообще-

ства – биопленки. А после очистки ПАВ (при 65°C) дезинфек-

ция проводилась ЧАС или хлорноватистой кислотой (при 

25°C). Наиболее эффективным оказался режим замачивания 

в поверхностно-активном веществе при 65 °C с последую-

щим ополаскиванием водой при 80 °C, дополнительной 

очисткой с использованием диоксида хлора или дезинфекци-

ей доломитовой известью [37].

В Сербии проводили сравнение эффективности двух ДС, 

разрешенных к применению в пищевой промышленности: на 

основе перуксусной кислоты и хлорида бензалкония в су-

спензии и биопленке культур E. coli, S. aures. В биопленке 
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(активнее образует E. coli) для разрушения вегетативных 

клеток требуется 5-минутная экспозиция и самая высокая 

концентрация – до 5% [38].

Исследование in vitro проводилось для определения пре-

парата и его действующей дозы – ЧАС, пероксида водорода, 

кислоты, спирта, хлора и отбеливателя, препятствующих 

конидиальному прорастанию Calonectria pseudonaviculata и 

Pseudonectria foliicola, возбудителей фитофтороза самшита 

и волютеллы. Обработка ДС (смесь октилдецилдиметил + 

диоктилдиметил + дидецилдиметил + диметилбензил хло-

рид аммония, смесь 2-пропанол + дидецилдиметиламмоний 

хлорид и смесь диметилбензиламмоний хлорид + диметил-

этилбензиламмоний хлорид) была наиболее эффективна в 

снижении переноса от растения к растению фитофтороза 

самшита и волютеллы при обрезке загрязненными ножница-

ми [39].

За период с 2008 по 2018 г. проводился систематический 

поиск в базах данных CINAHL и MEDLINE эффективных ме-

тодик защиты среды медицинских организаций от 

Clostridioides difficile, в т.ч. в одном исследовании была дока-

зана значительная эффективность отбеливателя в сравнении 

с применением ЧАС [40].

Часть рассматриваемых нами публикаций посвящена 

определению эффективности протоколов, методик дезин-

фекции с применением ЧАС.

В исследованиях оценивались режимы уборки поверхно-

стей в ветеринарном дерматологическом кабинете с приме-

нением ЧАС. Объект исследования – коагулазоположитель-

ные стафилококки. В публикациях даны рекомендации по 

составлению подробных протоколов уборки и дезинфекции. 

Соответствующая дезинфекция отдельных объектов требует 

тщательной проработки [41].

При исследовании в животноводческом центре эффектив-

ности мытья полов ДС (ЧАС и перекись водорода) швабрами 

из хлопка или микрофибры, было доказано предпочтение 

хлопчатобумажным насадкам. Использование швабры в слу-

чае применения ЧАС увеличивает загрязнение, в то время 

как ДС с перекисью водорода эффективно в течение трех-

кратного использования швабры. Материал швабры не влиял 

на эффективность очистки или дезинфекции [42].

Одно из исследований посвящено свойствам протирочных 

салфеток, пропитанных жидким составом, содержащим хло-

рид дидецилдиметиламмония, в отношении биопленок 

S. aureus и A. baumannii на сухой поверхности. Вискоза усту-

пала полипропиленовым составам [43].

Изучалась антимикробная эффективность (Китай) алкил-

диметил-бензиламмония хлорида, нанесенного на протироч-

ные материалы, изготовленные из 100% полиэстера (ПЭТ), 

55% целлюлозы / 45% ПЭТ (смесь) и 100% целлюлозы, об-

работанные плазмой диэлектрического барьерного разряда 

при атмосферном давлении. Подобная обработка увеличива-

ла активность в отношении грамотрицательных бактерий. 

При этом, несмотря на гидрофобность волокон, доказана 

наибольшая антимикробная активность у протирочного мате-

риала из 100% полиэстера [44].

В исследованиях американских ученых декларируется, 

что салфетки, содержащие ЧАС и спирты, рекомендуются 

для дезинфекции поверхностей в операционных помещени-

ях [45].

В противоположность этому в обзорном европейском ис-

следовании авторы заключили, что «политики» профилакти-

ки не требуют одноразовых салфеток для очистки и дезин-

фекции, при этом «наибольшим воздействием на окружаю-

щую среду был изопропиловый спирт», а наиболее целесо-

образным – салфетки из микрофибры, обработанные ЧАС. 

Наименее экологически устойчивым вариантом был хлопок с 

изопропиловым спиртом [46].

Нами по выбранным критериям было отобрано ограничен-

ное количество публикаций, характеризующихся значитель-

ной гетерогенностью. Можно отметить тенденцию к увеличе-

нию числа работ, связанных с применение ЧАС в качестве 

дезинфектантов.

Наша выборка включает временные рамки пандемии 

COVID-19 (Всемирной организацией здравоохранения была 

объявлена чрезвычайная ситуация в период 11.03.2020–

05.05.2023), с этим связано большое количество исследований 

вирулицидной активности ДС, содержащих ЧАС, в отношении 

SARS-CoV-2 и его суррогатов (других оболочечных вирусов). В 

целом при соблюдении протокола обработки (концентрации, 

времени экспозиции и др.) применение содержащих ЧАС ДС, 

как однокомпонентных, так и в комбинации, против SARS-

CoV-2 на настоящий момент является оправданным.

Большое количество публикаций посвящено изучению 

противомикробной активности ДС на основе ЧАС, как прави-

ло в сравнении с другими ДВ, или в смеси с другими ДВ. 

Предметом изучения были вирулицидная, бактерицидная, 

фунгицидная активности ДС в медицинской практике, вете-

ринарии, животноводстве, пищевой промышленности и на 

предприятиях питания, в быту, как в реальных условиях, так 

и в моделях. 

По одному исследованию приходится на растениеводство 

и коммунально-бытовую сферу. 

Тест-организмы включают штаммы: музейные, выделен-

ные из окружающей среды, нозокомиальные инфекции, 

включая антибиотикорезистентные ESCAPE-патогены 

(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus (MRSА), 

Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas 

aeruginosa и Enterobacteriaceae). 

В целом можно сформулировать вывод об активности ЧАС 

в отношении грамположительных бактерий, в меньшей сте-

пени – в отношении грамотрицательных. ЧАС также облада-

ют избирательной вирулицидной активностью. Фунгицидная 

активность против Candida не подтверждена. Важным факто-

ром является эффективность в отношении антибиотикорези-

стентных штаммов. При этом органическая нагрузка может 

снижать биоцидную активность ЧАС, а для инактивации ми-

кроорганизмов в биопленке, возможно, потребуется большее 

время экспозиции.

В настоящее время значительное внимание уделяется из-

учению генетических механизмов формирования устойчиво-

сти микроорганизмов к ЧАС и структурно сходным соедине-

ниям (например, бигуанидинам). Можно отметить, что гены 

устойчивости передаются горизонтально (плазмидами) и 

вертикально. В большинстве случаев формирование устой-

чивости связано с работой эффлюксных насосов оттока ДС 

из микробной клетки. При этом авторы, как правило, форму-

лируют выводы о циркуляции в окружающей среде штаммов 

микроорганизмов, несущих гены устойчивости, при этом 
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больше всего – в больничных организациях, на производ-

ствах медицинских иммунобиологических препаратов и пи-

щевых производствах.

Возможно, такого же пристального внимания заслуживают 

вопросы безопасности широкого применения ЧАС. 

Подтверждается накопление соединений в биосфере, вклю-

чая обнаружение метаболитов в организме человека. Ряд 

исследований подтверждают токсическое (включая аллерги-

ческое) воздействие на живые организмы, особенно при ча-

стом контакте, даже в случае соблюдения рекомендуемых 

рабочих концентраций ДС.

Наличие ряда исследований, изучающих биоцидную ак-

тивность в зависимости от протокола обработки или формы 

препарата (свойства протирочного материала и др.), в целом 

свидетельствует о том, что представители ЧАС достаточно 

удобны, стабильны, сохраняют длительное время противо-

микробный эффект. 

Мы считаем, что время биоцидной активности покрытий 

ЧАС, рекомендуемое производителями ДС, требует дополни-

тельной проработки.

Заключение 

Таким образом, обзор научных данных за период 

01.01. 2020–01.09.2023 об использовании ЧАС в качестве ДС 

свидетельствует о значительном интересе к проблеме. 

Исследования обусловлены широкой перспективой исполь-

зования данного класса соединений, в т.ч. и синтеза новых 

представителей с заданными свойствами. У ученых вызыва-

ет озабоченность возможность негативных воздействий ДС 

на экосферу, включая формирование резистентных форм 

микроорганизмов. На сегодняшний день мы уверены, что не-

обходимы дальнейшие исследования в этой области, тща-

тельный подход к разработке, а также апробации методик 

дезинфекции препаратами на основе ЧАС с дальнейшим не-

укоснительным соблюдением всех мероприятий на практике. 
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дельным абзацем обозначить цель исследова-

ния. Дополнительно на английском языке.

Раздел МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

ИССЛЕДОВАНИЯ должен содержать сведения 

об объекте исследования (включая источник по-

лучения, название коллекции) и краткое описа-

ние использованных методик, позволяющее их 

воспроизвести (на ранее опубликованные и об-

щеизвестные методы дается ссылка); для при-

боров и реактивов указываются название фирмы 

на языке оригинала в кавычках и страны в скоб-

ках.

Следует использовать общепринятые совре-

менные сокращения мер, физических, химиче-

ских и математических величин, терминов и т.д. 

Единицы измерения должны даваться в едини-

цах СИ (Система Интернациональная). 

Обозначения мутантных и рекомбинантных форм 

микроорганизмов следует приводить в соответ-

ствии с международными правилами. Для трех-

буквенного обозначения генов бактерий исполь-

зуются строчные буквы (курсив).

Рисунки и таблицы размещаются в тексте ста-

тьи в соот ветствии с пожеланиями авторов. 

Кроме того, черно-белые и цветные рисунки (в 

формате *.jpg) прилагаются к статье в виде от-

дельных файлов (ris1.jpg, ris2.jpg и т.д.)

Сведения о финансовой поддержке работы при-

водятся в кон це текста статьи перед списком лите-

ратуры.
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