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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследований и степень ее разработанности 

Для роста и выживания большинства микроорганизмов в биосфере 

необходимы микроэлементы, среди которых одним из важнейших является железо, 

поскольку оно выступает в роли кофактора для многих регуляторных белков и 

ферментов с редокс-активностью, участвуя в процессах выработки энергии, 

переноса кислорода и репликации ДНК прокариот. Хотя железо очень 

распространено в земной коре, его биодоступность очень низка, так как 

трехвалентное железо в аэробных условиях и при нейтральном pH в значительной 

степени нерастворимо [62]. В организме человека также содержится существенное 

количество железа, но оно связано с транспортными и запасными белками, такими 

как трансферрин, ферритин, гемоглобин, а также с антимикробными белками – 

лизоцимом, лактоферрином, поэтому уровень свободного железа очень низок 

[169]. Однако многие бактерии при дефиците железа выработали множество 

механизмов для растворения и получения микроэлемента из окружающей среды и 

запасов организма хозяина [45]. Универсальной формой получения бактериями 

этого микроэлемента является секреция сидерофоров [33, 61]. Сидерофоры – это 

внеклеточные хелаторы, обладающие высокой аффиностью к различным металлам, 

включая железо. Большинство исследований в этой области посвящены изучению 

молекулярно-генетической основы процессов синтеза сидерофоров, их 

поглощения и регуляции в бактериальной клетке. Накоплены данные о классах 

структурно различных молекул сидерофоров, которые представляют собой 

вторичные метаболиты, извлекающие микроэлементы из окружающей среды и 

доставляющие их в клетки через специфические рецепторы [65, 144].  

Кроме того, на сегодняшний день актуальным является изучение 

экологических и эволюционных аспектов секреции бактериями 
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железосвязывающих факторов, а именно, их значение в формировании патогенного 

и персистентного потенциала прокариот. Так, показано, что потеря способности 

бактериальных клеток синтезировать сидерофоры коррелирует с потерей 

вирулентности у патогенов Pseudomonas aeruginosa [120], Vibrio anguillarum [142]. 

Наличие связи секреции сидерофоров с вирулентностью бактерий обратило 

внимание исследователей к пониманию биохимических и молекулярных 

механизмов поглощения железа патогенами в условиях инфекции [26, 112, 116]. 

Вместе с тем, научный интерес представляет изучение данных факторов 

среди условно-патогенных микроорганизмов, колонизирующих слизистые 

оболочки организма человека и являющихся симбионтными бактериями хозяина 

[10, 16, 53]. Микроорганизмы семейства Enterobacteriaceae широко 

распространены в природных эконишах, но подавляющее большинство видов, 

прежде всего Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae, адаптировались к обитанию 

в кишечнике млекопитающих, в том числе и человека [41]. В настоящее время 

показана способность энтеробактерий к продукции таких сидерофоров, как 

энтеробактин, сальмохелин, иерсиниабактин и аэробактин [154, 158, 161, 173, 174]. 

Многочисленные исследования продемонстрировали ключевую роль аэробактина 

в усвоении железа энтеробактериями, даже в штаммах, обладающих всеми 

четырьмя локусами, кодирующими сидерофоры. Установлено, что аэробактин 

имеет решающее значение в колонизации бактерий биотопов хозяина, в том числе 

обеднённых железом [144]. Хелатирующей активностью, помимо 

цитотоксического действия, обладает и пептид-поликетид – колибактин, синтез 

которого обеспечивается кластером поликетидсинтазного генного островка pks 

[104, 105].  

Известно, что при определенных условиях энтеробактерии способны 

проявлять свой патогенный потенциал, распространяясь в различные ткани и 

органы, становясь причиной развития оппортунистических инфекций: поражение 

лёгких, инфекции мочевыводящих путей и кровотока, сепсис [159]. В настоящее 

время обсуждается вопрос распространения в популяции K. pneumoniae 

гипервирулентных штаммов, у которых наличие в геноме детерминант синтеза 
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иерсиниабактина (ybt), аэробактина (iuc) и колибактина (clb) рассматривается как 

основной критерий вирулентного патотипа [103, 109]. 

Вместе с тем, появляется все больше данных, что хелатирующие факторы 

бактерий имеют решающее значение не только в формировании их патогенного 

потенциала, но и в процессах колонизации и выживания энтеробактерий в 

организме человека.  Следует отметить, что в организме человека хелатирующие 

молекулы бактерий способны извлекать железо из комплексов с белками, 

выполняющими функцию факторов антимикробной защиты хозяина [26, 69]. 

Известно, что инактивация локальных факторов врожденного иммунитета хозяина 

определяет их способность к персистенции в различных биотопах человека, 

обеспечивающей устойчивое сосуществование энтеробактерий с хозяином [9]. Для 

выживания в различных биотопах человека микроорганизмы используют широкий 

спектр персистентных свойств, таких как антилизоцимная, 

антииммуноглобулиновая, антилактоферриновая активности и др. [16, 18]. У 

энтеробактерий описаны периплазматические ингибиторы лизоцима, кодируемые 

гомологами гена pliC у штаммов K. pneumoniae и гена ivyC у штаммов E. coli и K. 

pneumoniae [2, 101]. 

 Изучение взаимосвязей между способностью энтеробактерий 

продуцировать хелаторы железа и экспрессией факторов персистенции, а также 

между условиями культивирования (различные концентрации ионов железа) и 

выраженностью синтеза данных факторов,  позволит получить новые данные об 

особенностях формирования их патогенного и персистентного потенциала, 

обеспечивающего их выживание в организме и распространение в природных 

эконишах, а также разработать способы индикации таких штаммов в популяции 

энтеробактерий. Практическое значение имеют данные о влиянии различных 

факторов - концентрация ионов железа в среде, сочетанное влияние хелаторов 

железа хозяина (карнозин, лизоцим) с противомикробными препаратами на рост, 

персистентные и патогенные свойства энтеробактерий с генетическими 

детерминантами clbBN/iucBC, которые открывают перспективы для разработки 
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новых стратегий контроля нахождения их в окружающей среде, организме хозяина  

и современных подходов в создании антимикробных средств. 

 Указанные моменты и предопределили тематическую направленность 

наших исследований, направленных на изучение патогенного и персистентного 

потенциала штаммов энтеробактерий с генетическими детерминантами хелаторов 

железа – колибактина (clbBN) и аэробактина (iucBC), а также на разработку тест-

системы мультиплекс-ПЦР для выявления данной группы микроорганизмов. 

Цель и задачи исследования 

Цель настоящей диссертационной работы заключалась в определении 

генотипических и фенотипических особенностей энтеробактерий с 

детерминантами clbBN/iucBC для разработки микробиологической тест-системы 

определения их персистентного и патогенного потенциала. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Оценить частоту распределения детерминант хелаторов железа 

(аэробактина и колибактина) и их комбинации у клинических штаммов E. coli и K. 

pneumoniae жителей Оренбургской и Тюменской области, с использованием 

сконструированных праймеров clbBN и iucBC.  

2. Охарактеризовать особенности генотипического и фенотипического 

профиля продукции хелаторов железа, экспрессии факторов патогенности и 

персистенции у штаммов E. coli и K. pneumoniae с генами clbBN и iucBC. 

3. Изучить влияние различных концентраций ионов Fe (II) на рост, 

биопленкообразование, антилизоцимную активность и уровень продукции 

железосвязывающих соединений у штаммов энтеробактерий положительных и 

отрицательных на генетические детерминанты clbBN и iucBC. 
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4. На положительных и отрицательных по генетическим детерминантам 

clbBN и iucBC штаммах энтеробактерий оценить сочетанное действие карнозина и 

лизоцима с антибактериальными препаратами.  

5. На основе выявленных особенностей генотипического и 

фенотипического профиля штаммов E. coli и K. pneumoniae разработать 

микробиологическую тест-систему определения персистентного и патогенного 

потенциала клинических штаммов энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР. 

Научная новизна работы 

Впервые охарактеризован персистентный и патогенный потенциал условно-

патогенных кишечных штаммов E. coli и K. pneumoniae с генетическими 

детерминантами хелаторов железа, выделенных от жителей Оренбургской и 

Тюменской области. Установлены региональные особенности распределения генов 

clbBN и iucBC (колибактина и аэробактина) в популяции условно-патогенных 

энтеробактерий: среди культур E. coli и K. pneumoniae, выделенных из кишечника 

жителей Оренбургской области, преобладали штаммы с генами clbBN, в Тюменской 

области – с генами iucBC.  

Выявлены особенности генома секвенированных штаммов энтеробактерий с 

clbBN и iucBC, характеризующиеся наличием генов биосинтеза и транспорта 

колибактина и аэробактина, а также генов ингибиторов лизоцима (ivy, mliC, pliC, 

lprI espC), факторов патогенности (sfaD, hlyA, sinH) и резистентности к 

антимикробным препаратам (pmrA, ampC).  

Показано, что штаммы E. coli и K. pneumoniae с генетическими 

детерминантами clbBN и iucBC обладают выраженной гемолитической 

активностью, продукцией железосвязывающих соединений, а также протеазной 

активностью в отношении антимикробных факторов хозяина (антилизоцимная, 

антикарнозиновая, антипептидная,  антииммуноглобулиновая активности) и 
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биопленкообразованием,  что позволяет их использовать в качестве маркеров 

персистентного и патогенного потенциала условно-патогенных кишечных 

энтеробактерий.    

Установлено регулирующее влияние различных концентраций ионов железа 

в среде на уровень антилизоцимной активности и продукции железосвязывающих 

соединений у штаммов с генетическими детерминантами колибактина и 

аэробактина, а также бактериостатическое действие ряда антибиотиков с 

карнозином и лизоцимом по принципу сочетанного эффекта. 

Продемонстрировано, что использование оригинальных праймеров для 

одновременного выявления генетических детерминант хелаторов железа (iucBC, 

clbBN) и ингибиторов лизоцима (ivyС и pliС, espC) по единому алгоритму 

амплификации в мультиплекс-ПЦР позволяет проводить ускоренное, 

высокочувствительное выявление в популяции условно-патогенных 

энтеробактерий штаммов с персистентным и патогенным потенциалом, что 

соотносится с их генотипическими и фенотипическими характеристиками (патент 

РФ N 2662930).  

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Результаты исследования имеют как теоретическое, так и практическое 

значение. Полученные в работе данные расширяют представление о персистентном 

и патогенном потенциале штаммов с генетическими детерминантами хелаторов 

железа – колибактина (clbBN) и аэробактина (iucBC) в популяции условно-

патогенных кишечных энтеробактерий.  

Сконструированные в ходе исследования оригинальные праймеры позволили 

провести скрининг генетических детерминант хелаторов железа (clbBN и iucBC) и 

сформировать представление о фактической распределенности этих генов в 

популяции кишечных штаммов E. coli и K. pneumoniae жителей Оренбургской и 
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Тюменской области, а также установить региональные особенности распределения 

генов clbBN и iucBC у штаммов E. coli и K. pneumoniae.  

Оригинальные праймеры были использованы при разработке единой тест-

системы определения персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий 

методом мультиплекс-ПЦР, позволяющей одновременно выявлять детерминанты 

колибактина (clbBN), аэробактина (iucBC) и ингибиторов лизоцима (ivyC, pliC и 

espC) (патент РФ N 2662930).      

В базу данных GenBank были депонированы геномы, собранные до уровня 

скаффолдов размещены 6 геномов штаммов (K. pneumoniae ICIS-278 - 

NZ_NCVU01000008.1, K. pneumoniae ICIS-277 - JAKNCI000000000.1, E. coli ICIS3 

- JASSKE000000000.1, E. coli ICIS6 - NZ_JAWRCL000000000.1, E. coli ICIS7 - 

NZ_JAWRCM000000000.1, E. coli ICIS38 - JBLNIE000000000) с персистентным и 

патогенным потенциалом с различными комбинациями хелаторов железа 

колибактина и аэробактина, в числе которых один уроштамм (E. coli ICIS6).  

Выявленный эффект влияния уровня ионов железа в среде на 

антилизоцимную активность и продукцию железосвязывающих соединений 

энтеробактериями с генами clbBN и iucBC, а также установленный результат 

сочетанного антимикробного действия лизоцима или карнозина с антимикробными 

препаратами открывает перспективу разработки современных антибактериальных 

средств. 

Разработанная тест-система определения персистентного и патогенного 

потенциала условно-патогенных энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР 

внедрена в работу ФГБОУ ВО Тюменского ГМУ Минздрава России (акт внедрения 

№19 от 13.09.2024).  

Родоспецифичные праймеры для определения нуклеотидных 

последовательностей, кодирующих биосинтез и транспорт хелаторов железа: clbBN 

и iucBC у штаммов энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР внедрены в работу 

ИКВС УрО РАН (акт внедрения № 01-01-01-13/192 от 24.09.24). 
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Методология и методы исследования 

Основным методологическим принципом работы явился инфектологический 

подход в изучении генотипических и фенотипических профилей энтеробактерий с 

генетическими детерминантами clbBN и iucBC для разработки тест-системы 

мультиплекс-ПЦР для выявления маркеров персистенции и патогенности 

энтеробактерий. Предметом исследования явились 300 штаммов микроорганизмов, 

выделенных из различных источников, а также референсные штаммы 

отечественных коллекций. Для достижения цели и решения поставленных задач 

автором проведен комплексный анализ с использованием общепризнанных 

апробированных и современных микробиологических и молекулярно-

генетических методов.  

Все исследования одобрены локальным комитетом по биоэтике ИКВС УрО 

РАН (Протокол №6 от 25.11.2022 г.). 

 

 

Положения, выносимые на защиту 

 

1. Штаммы E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами 

clbBN и iucBC характеризуются наличием генотипических и фенотипических 

признаков продукции железосвязывающих соединений, гемолитической 

активности и протеазной активности в отношении антимикробных факторов 

хозяина, что позволяет их использовать в качестве маркеров персистентного и 

патогенного потенциала условно-патогенных энтеробактерий. 

2. Разработанная мультиплекс-ПЦР микробиологическая тест-система с 

использованием сконструированных праймеров: clbBN, iucBC, pliC, ivyC и espC 

обеспечивает одновременное скрининговое выявление штаммов с персистентным 

и патогенным потенциалом в популяции условно-патогенных энтеробактерий. 
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Степень достоверности и апробация результатов работы 

Достоверность результатов диссертационного исследования основана на 

значительном обьеме полученных данных. Исследования проведены с помощью 

современных бактериологических, масс-спектрометрических, молекулярно-

генетических методов исследования с использованием сертифицированного и 

поверенного оборудования, программного обеспечения для биоинформатического 

и статистического анализов полученных результатов. 

Первичная научная документация проверена комиссией (акт проверки от 

16.06.2025г.). Диссертация апробирована на заседании Ученого совета ФБУН 

ОФИЦ УрО РАН, Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН 

(протокол № 8 от 26 июня 2025 года.) 

Автор является лауреатом премии губернатора Оренбургской области для 

талантливой молодежи в (2018 г. и 2022 г.) Основные результаты диссертационной 

работы были представлены на Международной выставке «Биоиндустрия», 

удостоены золотой медали (Санкт-Петербург, 2017 г.); III Всероссийской 

молодежной научной школе-конференции с международным участием 

«Микробные симбиозы в природных и экспериментальных экосистемах» 

(Оренбург, 2017 г.); региональной выставке «Медицина, красота, здоровье» 

(Оренбург, 2017 г.); IV Всероссийской научной конференции с международным 

участием «Персистенция и симбиоз микроорганизмов» (Оренбург, 2018 г.); 

четвертой Всероссийской молодёжной научной школе конференции с 

международным участием "Микробные симбиозы в природных и 

экспериментальных экосистемах" (г. Оренбург, 4-8 октября 2021 г.),  X 

Всероссийской научной конференции с международным участием «Персистенция 

и симбиоз микроорганизмов» (Оренбург, 2023 г.), XII Российско-китайской 
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конференции по медицинской микробиологии, иммунологии и фармакологии 

XXVIII Кашкинские чтения (г. Санкт- Петербург, 2025 г.). 

Личное участие автора 

Автор участвовал на всех этапах диссертационного исследования. 

Планирование научной работы, формулировка цели и задач, определение 

методологии и общей концепции диссертационного исследования проводились 

совместно с научным руководителем д.м.н., доцентом Е.В. Ивановой. Обработка 

полученных результатов проводилась совместно с сотрудниками лаборатории 

инфекционной симбиологии ФГБУН ИКВС УрО РАН (зав. лабораторией - д.м.н., 

доцент Иванова Е.В.). Совместно с сотрудниками Центра коллективного 

пользования ФГБУН ИКВС УрО РАН (зав. ЦКП – к.м.н., доцент Плотников А.О.) 

осуществлялось секвенирование исследуемых штаммов энтеробактерий. На базе 

микробиологической лаборатории НИЦ ОрГМУ (зав. лаборатории - к.м.н., доцент 

Борисов С.Д.) выполнялось определение масс-спектров протеомных профилей 

кишечных изолятов. Статистическая обработка первичных данных и анализ 

полученных результатов, написание и оформление рукописи диссертации 

осуществлялось соискателем лично. Основные моменты диссертационного 

исследования представлены в виде научных публикаций и докладов на научно-

практических мероприятиях соискателем как лично, так и в соавторстве. 

Публикации по теме диссертации 

Основные положения диссертации отражены в 9 печатных работах. Из них 2 

статьи в научных изданиях, индексируемых базой данных RSCI; 2 статьи в научных 

изданиях, индексируемых базой данных Scopus, перечень которых определен в 
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соответствии с рекомендациями ВАК;  а также 3 статьи - РИНЦ, 1 тезисы и 1 патент 

на изобретение.  

Связь работы с научными программами 

Диссертационное исследование выполнено в рамках темы НИР ОФИЦ УрО 

РАН «Роль микробного фактора в функционировании физиологических систем 

организма человека» (2016-2021 г., № гос. регистрации 116021510073), 

«Исследования симбиотических систем про- и эукариот в биологии и медицине»  

(2022-2026 г., № гос. регистрации 122020100106-5). 

Исследование частично выполнено в рамках научных проектов 

фундаментальных исследований УрО РАН № 15-5-4-7, № 15-3-4-36»; гранта 

программы «УМНИК-2015».  

 

Структура и объем диссертации 

 

 

 Материалы диссертационной работы изложены на 154 страницах 

компьютерного текста, иллюстрированы 17 таблицами и 23 рисунками. 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, главы с описанием 

материалов и методов исследования, 3 глав результатов собственных 

исследований, заключения, выводов, практических рекомендаций, перспектив 

дальнейшей разработки темы, списка сокращений, списка литературы, 

включающего 177 источников, из которых 57 – отечественных, 120 – зарубежных. 
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ГЛАВА 1. СОВРЕМЕННОЕ ПРЕДСТАВЛЕНИЕ О ПЕРСИСТЕНЦИИ И 

ПАТОГЕННОСТИ УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ ЭНТЕРОБАКТЕРИЙ  

 (обзор литературы) 

1.1 Экология условно-патогенных энтеробактерий и их биологическое 

значение в организме человека 

Микроорганизмы семейства Enterobacteriaceae – гетерогенная группа 

гаммапротеобактерий, имеющих форму прямых палочек и не образующих спор; 

они могут быть как неподвижны, так и подвижны с помощью перитрихиальных 

жгутиков, являются факультативными анаэробами. В среднем они имеют длину 2–

4 мкм, ширину 0,4–0,6 мкм, с закругленными концами и временем генерации in 

vitro от 20 до 30 минут [41, 48]. Семейство энтеробактерий насчитывает более 

тридцати родов и несколько сотен видов микроорганизмов. Кроме того, 

непрекращается процесс выявления и описания новых родов и видов, а также 

ведется активный процесс детализации таксономического положения отдельных, 

уже известных родов и видов [89]. 

Энтеробактерии – повсемесно распространенные микроорганизмы, которые 

успешно заселяют множество разнообразных экониш, включая воду и почву. Они 

устойчивы к широкому спектру неблагоприятных условий и нередко являются 

возбудителями заболеваний у широкого круга живых организмов (беспозвоночных 

и позвоночных), а также к человеку. Способность утилизировать углеводы, спирты, 

аминокислоты, целый комплекс циклических органических соединений; участие в 

процессах нитрификации, денитрификации, денитрификации и азотфиксации 

позволяет энтеробактериям занимать различные биотопы [22, 56, 130, 133].  Однако 

подавляющее большинство родов, прежде всего Escherichia spp. и Klebsiella spp., 

адаптировалось к обитанию в кишечнике млекопитающих, в том числе и человека 

[41, 90, 91]. Кишечные микроорганизмы способны к синтезу множества витаминов. 
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Так бактерии, синтезирующие витамин В12, могут обитать как в толстой, так и в 

тонкой кишке. Среди этих микроорганизмов наиболее активны в данном аспекте 

представители Pseudomonas spp. и Klebsiella spp. В тоже время, Escherichia coli 

превосходит все остальные бактерии кишечной микробиоты по способности 

синтезировать витамины, синтезируя тиамин, рибофлавин, никотиновую и 

пантотеновую кислоты, пиридоксин, биотин, фолиевую кислоту, цианокобаламин 

и витамин К. E. coli участвует в обмене билирубина, холина и холестерина, влияет 

на усвоение организмом кальция и железа. Также штаммы E. coli способствуют 

нормализации микробиоты после антибактериальной терапии, воспалительных и 

инфекционных заболеваний. Роль данной бактерии в науке и медицине также 

нельзя переоценить, ее используют при разработке вакцин, производстве аналога 

инсулина, L-треонина, пенициллина, гормона роста человека соматотропина, L-

фенилаланина [52]. 

В тоже время, среди клинически значимых микроорганизмов выделяют 

группы видов ESKAPE, к которым относят Enterococcus spp., Pseudomonas 

aeruginosa,  Staphylococcus aureus, Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 

и Enterobacter spp., создающие терапевтические проблемы из-за появления 

устойчивости к антимикробным препаратам, тем самым представляющие угрозу 

общественному здравоохранению, поскольку они связаны с развитием тяжелых 

инфекций в больницах и имеют прямую связь с высокими показателями 

смертности [63, 176]. Следует отметить, что, хотя E. coli не включена в патогены 

ESKAPE, она идентифицирована как основная причина внутрибольничных 

инфекций и инфекций за пределами лечебных учреждений. К таким инфекциям 

могут относиться сепсис и инфекции мочевыделительной 

системы. Грамотрицательная бактерия E. coli, являющаяся комменсалом 

кишечника млекопитающих, в том числе и человека, обладает способностью к 

горизонтальному переносу генов резистентности. Особенно значимым является 

приобретение таких генов от представителей порядка Enterobacterales, что 

обуславливает формирование у данного вида устойчивости к широкому спектру 

антибактериальных препаратов [60, 134, 175]. Большинство патогенных 
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штаммов E. coli относятся к филогенетической группе B2 [29, 163]. Напротив, 

филогенетические группы A и B1 составляют большую долю непатогенных 

(комменсальных) штаммов – колонизаторов кишечной микробиоты человека [170]. 

Вместе с тем, выделяют большую группу диарегенных штаммов E. coli 

(DEC), которые характеризуются наличием генов патогенности, клинико-

эпидемиологическими проявлениями вызываемых ими заболеваний и 

особенностями патогенеза, чем отличаются от комменсальных штаммов. Штаммы 

E. coli часто используются в качестве индикаторной культуры для диагностики 

устойчивости к противомикробным препаратам в связи с тем, что данные 

микроорганизмы способны легко обретать факторы резистентности и имеют 

большое значение в формировании резистентных бaктериaльных популяций у 

широкого круга хозяев [77, 119, 125, 141]. Еще одним ярким представителем 

семейства энтеробактерий являются Klebsiella pneumoniae – грамотрицательные 

бактерии, которые широко распространены в окружающей среде, способны 

контаминировать объекты в лечебно-профилактических организациях и различные 

поверхности, а также заселяют слизистые мочеполовой системы, носоглотку и 

кожные покровы и  относятся к условно-патогенной микробиоте человека, 

входящие в состав микробиома [25, 76, 107, 108]. В то же время, K. pneumoniae 

являются причиной развития тяжёлых инфекций различных локализаций. Более 

того, данные микроорганизмы занимают лидирующее место среди возбудителей 

инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи из-за приобретения генов 

устойчивости к антимикробным препаратам [80, 81, 82, 121, 132].  

Способность энтеробактерий к выживанию и адаптации к различным 

стрессовым факторам внутренней среды хозяина реализуется как при участии 

механизмов, направленных на выживание прокариот в конкретном биотопе, так и 

процессов, имеющих общий универсальный характер [9, 13, 16]. 
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1.2 Патогенный потенциал и антибиотикорезистентность энтеробактерий: 

генетическая и фенотипическая характеристика 

Вирулентный потенциал энтеробактерий (в частности, Klebsiella pneumoniae, 

Escherichia coli) весьма вариабелен. В связи с этим, они являются частыми 

возбудителями инфекций у человека [94, 106]. Так, при ослаблении резистентности 

организма, энтеробактерии способны колонизировать различные ткани и системы 

хозяина, инициируя развитие внекишечной инфекции [50, 52].  

Стоит отметить, что значение микроорганизмов семейства Enterobacteriaceae 

во внебольничных инфекциях мягких тканей, кожи и дыхательных путей 

незначительна. Однако при госпитальных инфекциях энтеробактерии, особенно E. 

coli и K. pneumoniae, способны вызывать тяжелые инфекции мочевыводящих и 

дыхательных путей, интраабдоминальные и раневые инфекции. E. coli имеет 

различные факторы вирулентности, включая токсины, адгезины, сидерофоры и 

полисахаридные капсулы [146]. Многочисленные факторы вирулентности связаны 

с патогенностью E. coli, с широким спектром патогенной активности. Кроме того, 

помимо данных факторов, резистентность к антимикробным препаратам и 

образование биопленки также затрудняют устранение микроорганизмов из 

организма человека [155, 161]. В соответствии с детерминантами вирулентности 

выделяют 6 патогенных групп DEC: энтеропатогенные, энтеротоксигенные, 

энтероинвазивные, шигатоксин-продуцирующие, энтероагрегативные, диффузно-

адгерентные, каждой из которой свойственны определенные факторы 

патогенности [12, 68, 74, 85].  

Помимо этого, все инфекции, вызываемые энтеробактериями можно 

поделить на внекишечные и кишечные. В настоящее время появляется все больше 

данных, в определённой степени объясняющие причину возникновения внутри 

видов типичных кишечных комменсалов популяций микроорганизмов, 

вызывающих внекишечные инфекции.  Показано, что все штаммы E. coli можно 

разделить на 4 основные филогенетические группы.  При этом штаммы, 
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относящиеся к группе В2, вызывают внекишечные инфекции, поскольку 

характеризуются набором определенных генов, кодирующих факторы 

вирулентности [26, 51, 163, 165]. Ключевые из них - факторы адгезии, имеющие 

большое значение в патогенезе инфекций мочевыделительной системы. Помимо 

факторов адгезии к важным факторам вирулентности относятся также токсин 

гемолизин, приводящий к разрушению эритроцитов и аэробактин – хелатор, 

необходимый для захвата железа из окружающей среды. Штаммы E. coli, 

содержащие в геноме белок ibe10, способны вызывать менингиты новорожденных.  

Доказана роль в развитии внекишечных инфекций человека многих родов 

энтеробактерий таких как Klebsiella, Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, 

Providencia, Serratia, Morganella, Proteus. У данных микроорганизмов установлены 

факторы вирулентности, которые приводят к повреждению клеток хозяина, 

индуцирующих синтез провоспалительных цитокинов, способствуют адгезии к 

эпителию [54, 55]. 

В настоящее время штаммы K. pneumoniae можно поделить на два подтипа: 

«классические» (cKр, classical K. pneumoniae) и «гипервирулентные» (hvKP, 

hypervirulent K. pneumoniae). Подавляющее количество инфекций, вызванные cKp-

штаммами, проявляют себя как оппортунистические, а  hvKp-штаммы инициируют 

развитие тяжёлых внебольничных инфекций [56, 111, 145].  

Согласно литературным данным, появляются чрезвычайно лекарственно-

устойчивые (XDR) штаммы K. рneumoniae   с «суперрезистомом», поскольку 

данный микроорганизм характеризуется способностью легко захватывать гены, 

ответственные за устойчивость к антибактериальным препаратам [60, 124]. При 

этом они способны передавать их другим клинически важным грамотрицательным 

бактериям [80, 96, 112, 113]. HvKp редко бывает мультирезистентными к 

антибактериальным препаратам, большинство штаммов остаются 

чувствительными к лекарствам, за исключением ампициллина, к которому K. 

pneumoniae присуща резистентность из-за хромосомно-кодируемой β-лактамазы 

SHV [54, 95, 134].  
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Помимо генов устойчивости к антибактериальным препаратам мобильные 

генетические элементы прокариот, такие как плазмиды, содержат гены, 

кодирующие факторы вирулентности: спайки (фимбрии) токсины, протеазы, 

полисахаридные капсулы, липополисахариды и сидерофоры [117, 137, 142, 163, 

173]. Так, штаммы энтеробактерий содержат в геномах детерминанты, 

кодирующие синтез полисахаридной капсулы K1, K2 или K5 (обеспечиваемый 

локусом rmpADC) и факторы вирулентности, кодирующие синтез сидерофоров 

аэробактина (iuc) и салмохелина (iro), генотоксина колибактина (clb) (Рисунок 1). 

Одним из важных признаков вирулентности hvKp в сравнении с классическим 

вариантом cKp является выраженная способность к продукции сидерофоров [78, 

85, 86, 150, 154, 159]. 

 

Рисунок 1 – Факторы патогенности штаммов энтеробактерий 

(Рисунок исходно опубликован The Characteristic of Virulence, Biofilm and 

Antibiotic Resistance of Klebsiella pneumoniae/ G. Wang, Z. Guo, C. Xiaoyu  [et.al.]. - 

Text: electronic //  J. Environ. Res. Public Health. – 2020. –  Vol. 17. –

URL: https://doi.org/10.3390/ijerph17176278 ((date accessed: 31.07.2024). Рисунок 

перепечатан и адаптирован) [159] 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=23684303
https://doi.org/10.3390/ijerph17176278
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 Гипервирулентные штаммы K. pneumoniae также содержат в геноме 

детерминанты кластера капсульного полисахарида, гены фимбрий типа 3 (mrk, 

wbbM и wzm), формирующих поверхностную структуру микробных клеток [95, 

112, 128, 160] и принимающих участие в образовании биопленки, а также в 

процессах «Quorum sensing». Известно, что способность K. pneumoniae к 

образованию биопленки защищает ее от реакций иммунной системы хозяина и 

антибиотиков [76, 81, 160]. 

Была показана роль сидерофоров в патогенности штаммов семейства 

Enterobacteriaceae. Так, штаммы, содержащие в геномах гены, кодирующие синтез 

аэробактина (iuc), которые были мутированы для способности производить 

аэробактин, были не способны расти в человеческой асцитной жидкости или 

человеческой сыворотке. Причем мутации в любом из трех оставшихся 

сидерофоров, синтезируемых у энтеробактерий, не оказали влияния на рост клеток. 

Гены, ответственные за продукцию аэробактина, присутствуют на плазмиде 

вирулентности hvKp и, по-видимому, являются специфичными для hvKp [144]. 

Кроме того, гены iuc (аэробактина) и iro (сальмохелина) расположены на 

плазмидах, которые часто сопровождаются другими регуляторами, такими как 

rmpA, rmpA2 и rmpC, ответственные за развитие капсул.  В экспериментальной 

работе по изучению 17 штаммов гипервирулентных штаммов K. pneumoniae 

Takashi Matono  с соавторами (2021) выявили, что подавляющее количество 

капсульных полисахаридных типов hvKP относились к генотипу K1 и 

экспрессировали ген iuc (аэробактин) и rmpA  [145, 157]. Четыре белка, кодируемые 

опероном iucABCD, отвечают за биосинтез аэробактина. Среди них ген iucB играет 

доминирующую роль в повышении вирулентности K. pneumoniae. Мутантный 

штамм может хорошо расти и без трех других сидерофоров. На сегодняшний день 

белки синтеза аэробактина идентифицированы как наиболее перспективная 

вирулентная мишень hvKP. Стоит отметить, что в литературных данных 

появляются сведения о том, что недостаток ионов железа для роста и развития 

микробной клетки, особенно при ослаблении иммунитета хозяина, приводит к 

стимуляции развития инфекционных процессов [27, 116,131, 139, 149].  

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=%22Matono%20T%22%5BAuthor%5D
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В работах Thomas A. Russo (2019) показано, что при общей концентрации 

сидерофоров >30 мкг/мл у штаммов K. pneumoniae была надежным предиктором 

того, что изолят является гипервирулентным (hvKp) и увеличивала летальность на 

модели системной инфекции у мышей [144, 145, 147]. Хотя hvKp может 

продуцировать четыре сидерофора (энтеробактин, сальмохелин, иерсиниабактин и 

аэробактин), на аэробактин приходится более 90% продукции сидерофоров [119, 

144, 173].  

Кроме того, большой интерес вызывает пептид-поликетид колибактин, 

который помимо известного цитотоксического действия обладает хелатирующей 

активностью [79, 87, 97]. Гены, кодирующие синтез колибактина встречаются 

одновременно с детерминантами биосинтеза сидерофора – иерсиниабактина [103, 

158, 167, 168]. Генотоксин принадлежит к тому же семейству химических 

соединений, что и сидерофоры (энтеробактин, сальмохелины и иерсиниабактин), 

синтез которых контролируется биодоступностью железа и обеспечивается 

кластером поликетидсинтазного генного островка pks [7, 105, 104, 114, 166]. 

1.3 Персистенция энтеробактерий, роль ингибиторов лизоцима в 

персистенции грамотрицательных бактерий 

Практически все формы жизни на Земле существуют не изолированно, а в 

тесной взаимосвязи друг с другом, проявляя различные формы симбиоза. Симбиоз 

– длительное тесное сосуществование различных организмов. Одной из самых 

известных форм симбиоза является паразитизм. Изучение структурных 

особенностей симбиотической системы позволило определить ее структуру, 

включающую в себя  макропартнера – хозяин (человек, животные и т.д.) –  

доминантные микросимбионты с их мутуалистической направленностью в 

отношении хозяина и, наконец, ассоциатиативные микросимбионты, 

поддерживающие или разрушающие симбиоз [10, 14]. 
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Одним из аспектов исследования способности микробной клетки к адаптации 

в отношении различных стрессовых воздействий среды обитания является 

изучение, как механизмов, имеющих общий универсальный характер, так и 

выживание микроорганизмов в конкретном биотопе [18]. Формирование нового  

направления науки – инфекционная симбиология, которая изучает взаимодействие 

микросимбионтов с хозяином при инфекции в условиях их биокоммуникативных 

взаимоотношений позволило определить, что  персистенция – это основная 

стратегия выживания микроорганизмов в различных биотопах организма хозяина, 

включая толстый кишечник человека [12].  Сосуществование микроорганизма с 

хозяином реализуется только при поврежденной защите макропартнера, с одной 

стороны, и при наличии определенных биологических свойств бактерий – с другой.  

Таким образом, свойства, направленные на разрушение механизмов 

устойчивости макропартнера, а также на дальнейшее приобретение хозяином 

иммунной недостаточности, являются персистентными.  Именно такие условия 

необходимы для большинства как условно-патогенных, так и патогенных 

микроорганизмов, которые способствуют формированию бактерионосительства и 

хронизации инфекционного процесса [9, 13, 15, 23]. Это возможно поскольку в 

организме человека факторы врождённого иммунитета хозяина такие как β-

дефенсины, лактоферрин, карнозин, лизоцим и т.д. воздействуют на микробную 

клетку и выживание бактерий происходит благодаря приобретения ими 

устойчивости к защитным механизмам хозяина.  

Несмотря на то, что механизмы персистенции различаются в зависимости от 

вида микрооорганизма, большинство патогенов используют две основные 

стратегии: они либо производят секретируемые токсины, разрушающие эту 

защиту, либо активно избегают ее действия, обеспечивая себе длительное 

выживание в организме хозяина. Обнаружена прямая зависимость между 

антилизоцимной активностью патогенов и длительностью их персистирования в 

организме хозяина. Известно, что железосвязывающие молекулы микроорганизмов 

обладают способностью извлекать железо из комплексов с белками, которые 

выполняют функцию неспецифической защиты хозяина от инфекций [152, 153].  
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Бактерии, принадлежащие к разным таксономическим группам, разработали 

разнообразные стратегии, чтобы избежать действия лизоцима, белка, 

защищающего организм хозяина. Помимо общих механизмов уклонения, они 

приобрели специфические способы, относящиеся к каждому типу защиты от этого 

белка.  

В литературе известны системы ингибиторов лизоцима позвоночных С-типа 

(ivyC), переплазматический ингибитор лизоцима С-типа (pliC), 

мембраносвязанный ингибитор лизоцима С-типа (mliC) и анионный 

термостабильный ингибитор.  Ферментативные анализы продемонстрировали, что 

ivyC способен инактивировать человеческий и куриный лизоцимы С-типа через 

специфическое взаимодействие [2, 3, 58]. Кроме того, идентифицирован 

переплазматической ингибитор лизоцима С-типа (pliC), который также проявляет 

ингибирующую активность в отношении лизоцима С-типа [88].  

Также, обнаружены белки YdhA и PA0867, имеющие домен COG3895, 

которые были идентифицированы как заякоренные с переплазматической стороны 

наружной мембраны. Учитывая их сходство с геном pliC штаммов Salmonella spp. 

и их локализацию в бактериальной клетке, им было присвоено новое название – 

мембранно-связанный ингибитор лизоцима С- типа (mliC) [2, 3].  Предполагается, 

что наибольшее значение в инактивации лизоцима принимает участие белок pliC, 

по сравнению с белками ivyC и mliC. Микроорганизмы приобрели целый ряд 

персистентных характеристик, помимо антилизоцимной активности, такие как: 

антипептидная (АПА), антилактоферриновая (АЛфА), антииммуноглобулиновая 

(АиГА), антикарнозиновая (АКА) активность и др. [9, 10, 19].  

Помимо этого, в литературы появляются данные о том, штаммы E. coli c 

генами espC (энтеротоксин С), присутствует не только у патогенных штаммов, но 

и у непатогенных. Причем у непатогенных штаммов ген espC придает 

дополнительную устойчивость к лизоциму [164]. В связи с этим, выявление генов 

ivyC, pliC и espC может иметь значение в диагностике персистентных и патогенных 

штаммов E. coli.  
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 У энтеробактерий наиболее широко описаны переплазматические 

ингибиторы лизоцима, кодируемые гомологами гена pliC у штаммов K. pneumoniae 

и гена ivyC у штаммов E. coli и K. pneumoniae [88, 101, 102].   Изучение факторов 

персистенции у штаммов условно-патогенных энтеробактерий показало, что 

абсолютное большинство бактерий обладают факторами персистенции. В 

исследовании, проведенном Е.В. Суриковой было установлено, что 

антилизоцимная и антиинтерфероновая активность у клебсиелл увеличивались в 

зависимости от источника выделения: минимальные значения наблюдались у 

штаммов от здоровых людей и достигает максимума у штаммов, выделенных при 

инфекции [49]. 

Определение уровней информативности отдельных персистентных 

характеристик E. coli стало основанием для использования биопрофиля 

микроорганизмов при их эпидемиологическом маркировании [21, 28], т.е. в 

определении экологической принадлежности бактерий. Среда обитания напрямую 

влияет на проявление персистентных признаков бактерий, способствующих его 

выживанию, а данный комплекс фенотипических признаков отражает 

адаптационные сдвиги микроорганизмов с учетом специфики экониши [14]. Так 

показано, что бактериальные клетки, в частности, E. coli, могут синтезировать 

метаболиты, позволяющие им длительно выживать в условиях окислительного 

стресса и дефицита ионов железа [45].  

Таким образом, понимание взаимосвязей между способностью 

продуцировать хелаторы железа, как факторы патогенности, и персистентными 

свойствами энтеробактерий, а также влияние на синтез данных факторов в 

различных условиях культивирования (различные концентрации ионов железа)  

позволит получить новые данные об особенностях формирования их патогенного 

и персистентного потенциала, обеспечивающего их выживание в организме и 

распространение в природных эконишах. 
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1.4 Сидерофоры и железосвязывающие системы у представителей семейства 

Enterobacteriaceae 

За последнее десятилетие был определён целый ряд генетических 

детерминант, обеспечивающих патогенный потенциал энтеробактерий, 

определяющих их взаимодействие с организмом хозяина. Одними из них являются 

сидерофоры [33, 59, 153, 154]. Чтобы справиться с нехваткой железа, бактерии 

выработали ряд механизмов приобретения этого важного микроэлемента из 

окружающей среды [66, 84, 92, 122, 151]. Эти механизмы включают поглощение 

железа, связанного с органическими молекулами, такими как цитрат или гем, 

поглощение железа мембраносвязанными системами поглощения и секрецию 

сидерофоров, которые являются вторичными метаболитами и участвуют в 

удалении железа из окружающей среды, образуя растворимый комплекс с железом, 

который затем принимается специфическими рецепторами [62, 66, 70, 154]. 

Микроорганизмы, такие как E. coli, не только используют свои собственные 

сидерофоры, но и используют сидерофоры, секретируемые другими 

микроорганизмами, например, грибами. Это является одним из преимуществ 

стратегий приобретения железа на основе сидерофоров – поглощение веществ, 

хелатирующих железо, не вырабатываемых микробом [27, 80, 94, 152]. Кроме того, 

E. coli и другие представители семейства Enterobacteriaceae могут продуцировать 

сидерофор-микроцины, представляющие собой пептиды с антимикробной 

активностью, которые, имитируя комплексы железо-сидерофор, проникают в 

филогенетически родственные бактерии и убивают их [118]. Сидерофоры 

участвуют в реакции обмена лигандами, как сообщалось в случае Aeromonas 

hydrophila [150].  

В настоящее время, из всех известных микроорганизмов, только 

лактобациллы имеют способность выживать без железа, что характеризует их 

способность выживать в молоке - среде с большим количеством 

железосвязывающего белка из семейства трансферринов и лактоферрина. В 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aeromonas-hydrophila
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/aeromonas-hydrophila
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процессе эволюции, Borrelia burgdorferi и Treponema pallidum, как облигатные 

внутриклеточные патогены с редуцированными геномами, адаптировались к 

использованию железозависимых систем организма, утратив при этом гены, 

кодирующие собственные железосвязывающие белки [46, 64]. 

 Производство бактериальных сидерофоров обычно регулируется 

железозависимым образом с помощью регулятора поглощения железа (Fur) или 

регулятора дифтерийного токсина (DtxR). Fur и DtxR подавляют транскрипцию 

генов-мишеней в присутствии железа [126, 129, 169, 170]. Известны данные, 

которые указывают на возможную роль хелатирующего агента в создании условий, 

ограничивающих доступность железа для бактерий в культуральной среде, и, таким 

образом, в стимулировании индукции пути биосинтеза сидерофоров [23, 62]. В 

средах с дефицитом железа репрессия транскрипции ослабляется. Производство 

сидерофоров способствует вирулентности различных патогенов, 

включая Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Legionella pneumophila и Bacillus 

anthracis и других [71, 72, 125, 151, 156].  Некоторые представители 

энтеробактерий способны извлекать железо из трансферрина или лактоферрина, 

связанных с железом. Схема транспорта железа через мембрану в цитоплазму 

представлена на рисунке 2 [69, 155]. 

Регуляция синтеза сидерофоров может осуществляться посредством 

механизма кворум-сенсинга (QS). 

 При увеличении плотности бактериальной популяции, клетки продуцируют 

сигнальные молекулы, в частности, цил-гомосерин-лактоны. Эти лиганды 

взаимодействуют со специфическими внутриклеточными рецепторами, что 

приводит к активации транскрипции генов, регулирующих продукцию 

сидерофоров [46, 125].   

Сидерофоры в макроорганизме выполняют ряд важных функций, так они 

способны подавлять рост резидентной микробиоты, тем самым создавая 

благоприятные условия для выживания бактерий в сыворотке крови [46, 120, 162].  
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Рисунок 2 – Использование сидерофоров грамотрицательными 

бактериями(Рисунок исходно опубликован Cassat, J. E. Iron in infection and 

immunity / J. E. Cassat, E. P. Skaar. – Text: electronic // Cell Host Microbe. – 2013. – 

Vol. 15. – №13. – P. 509–519. – 

URL: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3676888/# ((date accessed: 

30.07.2024). Рисунок перепечатан и адаптирован)) [69]. 

 

Помимо этого, хелаторы железа препятствуют фагоцитам в ассимиляции 

железа, что снижает их бактерицидную активность, а также стимулируют 

продукцию противоспалительных цитокинов. Исследования пиовердина, 

сидерофора псевдомонад показали, что он может выступать в роли секретируемого 

https://www.cell.com/cell-host-microbe/fulltext/S1931-3128(13)00152-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1931312813001522%3Fshowall%3Dtrue
https://www.cell.com/cell-host-microbe/fulltext/S1931-3128(13)00152-2?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1931312813001522%3Fshowall%3Dtrue
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=23684303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=23684303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3676888/
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бактериально токсина, вызывающего повреждение митохондрий клеток хозяина 

[46, 137, 138]. 

С момента открытия первых сидерофоров, а именно 

микобактина, феррихрома и копрогена с 1949 по 1952 год было идентифицировано 

более 500 сидерофоров [98]. Все бактериальные сидерофоры можно поделить на 

основе химических групп, участвующих в связывании железа на три основных 

семейства: катехолаты, гидроксаматы и карбоксилаты, а также на  сидерофоры со 

смешанными лигандами, которые классифицируются на четыре группы: катехолат 

гидроксимат, фенолят гидроксимат, цитрат катехолат и цитрат гидроксимат 

(Рисунок 3) [154].  

 

Рисунок 3 – Химическая структура сидерофоров 

Примечание: Связывающие группы зеленого (катехин), синего 

(гидроксимат), красного (карбоксилат) и оранжевого (фенолят) цветов в 

смешанных сидерофорах  

(Рисунок исходно опубликован Siderophores: Importance in bacterial 

pathogenesis and applications in medicine and industry/ B. Khasheii, P. Mahmoodi, A. 

Mohammadzadeh. – Text: electronic // Microbiological Research. – 2021. – Vol. 250. – 

URL: ttps://doi.org/10.1016/j.micres.2021.126790 ((date accessed: 31.07.2024). 

Рисунок перепечатан и адаптирован)) [154]. 

 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ferrichrome
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/carboxylic-acid
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/eutils/elink.fcgi?dbfrom=pubmed&retmode=ref&cmd=prlinks&id=23684303
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Все семейства используют отрицательно заряженные атомы кислорода для 

связывания трехвалентного железа, но каждое семейство имеет различные 

свойства, которые влияют на его сродство к железу [154, 158]. Сидерофоры 

катехолатного типа встречаются только у бактерий [35]. К основным катехолатным 

сидерофорам относятся энтеробактин, бациллибактин и вибриобактин [81, 86]. 

Энтеробактин представляет собой циклический тример 2,3-дигидроксибензоил-L-

серина, выделенный из различных кишечных и патогенных бактерий, таких как E. 

coli [86]. 

Сальмохелин – это гликозилированная форма энтеробактина, содержащая 

два глюкозосодержащих катехола в положении С-5, которая выделяется из 

уропатогенных Escherichia coli и Salmonella enterica [93, 159]. Катехолатная группа 

сидерофоров также образует гексадентатный октаэдрический комплекс, принимая 

два атома кислорода для хелатирования железа [149].   

Сидерофоры имеющие карбоксильную группы относятся к новому типу и 

свойственны как бактериям, так и грибам.  Лучшим примером этого типа 

сидерофоров является структура ризобактина, который вырабатывается 

ризобиями. Он имеет этилендиамин D -карбоновую кислоту и 

гидроксикарбоксильную структуру в качестве хелатора железа . Стафилоферрин А 

выделяется Staphylococcus hyicus и является членом этого семейства, имеющего D - 

орнитин и две лимонные кислоты, соединенные двумя амидными связями. При 

кислом pH карбоксилатные сидерофоры более успешны в хелатировании 

трехвалентного железа по сравнению с катехолатными и гидроксилатными типами, 

поэтому карбоксилатный сидерофор полезен для микроорганизмов, живущих в 

кислой среде. Однако предполагается, что карбоксилатные сидерофоры 

ингибируются в конкуренции с катехолатными сидерофорами при исследовании 

железа в крови и сыворотке человека [117]. 

Среди смешанных сидерофоров, имеющих карбоксилатно-гидроксиматные 

группы, аэробактин был зарегистрирован в патогенных штаммах Escherichia 

coli , Shigella flexneri и Klebsiella pneumoniae. Иерсиниабактин имеет умеренное 

сродство к железу и включает фенолятные, тиазольные, оксазолиновые и 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0944501321000963?via%3Dihub#bib0750
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/salmonella-enterica
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/iron-chelate
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/rhizobiaceae
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/ethylenediamine
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/iron-chelating-agent
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/staphylococcus-hyicus
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carboxamide
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/shigella-flexneri
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/thiazole
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карбоксилатные группы для связывания с железом [167]. Парабактин и 

карбоксимикобактин – это смешанные сидерофоры, содержащие оксазолиновые 

кольца. Продукция аэробактина кодируется опероном iucABCDiutA, 

расположенном в хромосоме E. coli и K. pneumoniae, гены iucB и iucC 

непосредственно участвуют в биосинтезе хелатора железа, который является 

низкомолекулярным производным лизина и лимонной кислоты. 

Особый интерес вызывает пептид-поликетид - колибактин, который 

кодируется на поликетидсинтазном генном острове pks, где краевыми генами 

являются clbB и clbN.  Кроме того, с фенотипом гипервирулентности 

связан «остров высокой патогенности» (KPHP1208), содержащий гены, 

кодирующие колибактин, микроцин E492 и сидерофор [166, 168]. Колибактин стал 

широко известен благодаря штамму E. coli Nissle 1917, который применялся   

в качестве пробиотического средства [96]. Исследования показали положительные 

результаты, при использовании этого штамма при таких условиях, как болезнь 

Крона, синдром раздраженной толстой кишки или некротизирующий энтероколит, 

а также для профилактики рецидива у пациентов с язвенным колитом.  

Maïwenn Olier и  Ingrid Marcq  (2012) идентифицировали в геноме E. 

coli Nissle 1917 кластер генов под названием «остров pks», который позволял 

продуцировать пептидный поликетид-генотоксин, называемый колибактином [104, 

105, 135]. До настоящего времени очистка колибактина не удавалась, и его 

структура остается не решенной. В то же время известно, что штаммы E. coli, 

носители острова pks, способны индуцировать повреждение ДНК in vivo и 

вызывать геномную нестабильность и мутации генов в клетках млекопитающих. В 

2012 было выявлено, что поскольку генотоксическая активность E. coli Nissle 1917 

не может быть отделена от ее пробиотической активности и необходимо 

пересмотреть соображения безопасности, касающиеся широкомасштабного 

использования этого пробиотического штамма [7, 96]. Ранее было показано, что 

повреждение ДНК эукариотических клеток данным штаммом при дозе, равной 1 

бактерии на клетку, может быть предпосылкой к развитию колоректального 

канцерогенеза. Таким образом, можно предположить, что долгосрочное 

https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/microcin
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Olier%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22895085
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Marcq%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22895085
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использование E. coli Nissle 1917 для лечения пациентов могло значительно 

увеличить риск развития колоректального рака.  

Остров pks содержит 23 предполагаемых открытых рамки считывания (ORF). 

19 генов острова pks кодируют мультиферментативный механизм для 

производства, транспортировки и активации колибактина, включая 

нерибосомальные пептидсинтазы (NRPS), ключевые поликетидсинтазы (PKS), и 

гибридные NRPS-PKS [87]. В частности, биосинтетический кластер кодирует три 

PKS (ClbC, ClbI, ClbO), три NRPS (ClbH, ClbJ, ClbN), NRPS/PKS (ClbB, ClbK), и 

ферменты (ClbA, ClbD, ClbE, ClbF, ClbL, ClbP, ClbQ, ClbS), выполняющие 

различные функции, необходимые для синтеза и транспорта колибактина [73]. 

Цитопатический эффект зависит от живых бактерий и требует прямого контакта с 

клеткой-хозяином [83, 87]. 

Было выяснено, что противовоспалительный эффект пробиотического 

штамма E. coli Nissle 1917 строго зависит от активности 

колибактина. Удаление гена clbA отменяет способность этой бактерии 

индуцировать повреждение ДНК, однако потеря генотоксического эффекта 

полностью нейтрализовала противовоспалительные свойства штамма E. coli Nissle 

1917. Эпидемиологические исследования показали, что pks также можно встретить 

у видов Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes и Citrobacter koseri [97]. 

Первичный эффект бактериальных компонентов, которые вызывают 

повреждение ДНК, заключается в тонкой модуляции иммунного ответа хозяина, 

благоприятствующем колонизации и, следовательно, бактериальном 

распространении на новых хозяев, а не на усилении признаков вирулентности [85, 

163]. Таким образом, определение генетических детерминант, кодирующих синтез 

хелатирующих молекул (аэробактина и колибактина), позволит определять 

штаммы E. coli и K. pneumoniae с патогенным потенциалом. 
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1.5 Современные методы идентификации энтеробактерий и определения их 

патогенного потенциала 

Исторически дифференциация членов семейства Enterobacteriaceae 

основывалась на биохимических признаках; с использованием миниатюрных 

тестов, содержащих различные источники углерода и азота; и в последнее время с 

анализом последовательности гена 16S РНК. Однако в некоторых случаях низкая 

дискриминационная способность анализа последовательности 16S РНК приводит к 

необходимости использования дополнительных методов идентификации, в 

результате чего таксономия энтеробактерий претерпевала неоднократные 

изменения в последние десятилетия [40, 42]. В настоящее время установлено, что 

патогенные для человека E. coli отличаются от представителей нормальной 

микробиоты кишечника наличием генетических детерминант, кодирующие 

факторы патогенности, которые и определяют особенности патогенеза и 

клинических проявлений заболеваний. Так, в работе Т.А. Коноваловой с 

соавторами (2010) было показано, что определение бактериологическим методом 

диареегенных E. coli, по традиционным критериям (гемолитическая активность 

изолята и отсутствие у него способности метаболизировать лактозу), не является 

достоверным. Рутинная лабораторная диагностика, основанная на определении 

принадлежности микроорганизма к определенной серологической О – группе, 

которая проводится в реакции агглютинации, не позволяет достоверно оценить 

этиологическую значимость штаммов E. coli при острых кишечных инфекциях 

[44].   

Известна методика определения филогрупп E. coli c применением 

группировки на основе триплексной ПЦР [140]. В работе группы исследователей 

во главе с O. Clermont был проведен ПЦР-анализ 230 изолятов E. coli, различных 

по происхождению. Было выявлено, что во всех штаммах филогрупп B2 и D 

присутствовал ген chuA и отсутствовал в культурах из филогрупп A и B1.  Все 

штаммы группы B2 имели ген yjaA, что позволяло отделять штаммы, 

принадлежащие к группе B2 от D, поскольку в группе D ген отсутствовал в 100%. 
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Фрагмент TSPE4.C2 выявляли у штаммов, относящихся к филогруппе B1, но не 

группы А. Таким образом, метод определения филогенетических групп штаммов 

E. coli основан на детекции генов chuA, yjaA и фрагмента ДНК TSPE4.C2 с 

помощью полимеразной цепной реакции. 

Кроме того, проведённые соотечественниками работы показывают, что 

патогенность E. coli не отражается в конкретной серогруппе и не является видовым 

признаком. Данные микроорганизмы способны реализовывать свой патогенный 

потенциал и вызывать нарушения в организме человека, обусловленный только 

теми генетическими детерминантами, которыми обладает конкретный штамм [43].  

Таким образом, в настоящее время молекулярно-генетические методы 

серотипирования штаммов условно-патогенных микроорганизмов, в частности E. 

coli, является единственным достоверным методом для определения антигенной 

характеристики штаммов. В связи с этим, появляются системы для выявления 

патогенных E. coli по их факторам вирулентности (термолабильный токсин, 

интимин, шигоподобные токсины, активатор аггрегативных фимбрий и инвазин) 

(набор реагентов «АмплиСенс Эшерихиозы-FL», Россия).  

Разработан способ выявления и оценки уровня патогенности возбудителей 

оппортунистических инфекций у женщин репродуктивного возраста и 

новорожденных детей для прогнозирования течения и развития осложнений 

инфекционных заболеваний на основе выявления методом ПЦР 18 генов 

патогенности условно-патогенных микроорганизмов. Однако данный метод очень 

трудоемкий, требует затрат значительных ресурсов [37]. 

Система Kleborate используется в качестве инструмента для проведения 

скрининга геномных сборок Klebsiella pneumoniae при определении локусов 

вирулентности и факторов антибиотикорезистентности.  Для данного скрининга 

необходимы геномы изучаемых бактерий, что является очень энергозатратным и 

дорогостоящим. Выявление гипервирулентных K. pneumoniae с применением 

Kleborate основано на наличии детерминант продукции сидерофоров: 

иерсиниабактина (ybt), колибактина (clb), аэробактина (iuc) в геноме бактерий. 

Присутствие иро (салмохелина) не используется для расчета показателя 
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вирулентности, поскольку его присутствие очень тесно связано с аэробактином [57, 

110].  

Таким образом, наличие в геноме колибактина, тесто связанного с 

иерсиниабактином, является надёжным предиктором гипервирулентности K. 

pneumoniae и патогенного потенциала E. coli. Однако распространение данных 

генетических детерминант в настоящий момент мало изучены у групп условно-

патогенных энтеробактерий, и они не применяются с целью диагностики в 

имеющихся тест-системах. В связи с этим, необходимо изучение встречаемости 

изучаемых генов патогенности среди штаммов энтеробактерий. 

Исходя из того, что наличие условно-патогенных микроорганизмов не всегда 

указывает на его участие в патогенезе, более существенным подтверждением 

является определение у выделенных культур факторов патогенности. Факторы 

персистенции, которые обеспечивают выживаемость микроорганизмов семейства 

Enterobacteriaceae в различных биотопах организма человека и в объектах внешней 

среды [9, 13, 53] рассматриваются как малые факторы патогенности.  

Однако помимо проблемы выявления штаммов энтеробактерий с патогенным 

потенциалом существует сложность в поиске эффективных способов борьбы с 

возбудителем инфекций [6, 7, 9]. Разрабатываются новые средства на основе 

ферментобиотиков, антител против поверхностных структур штаммов K. 

pneumoniae и бактериофагов, однако на сегодняшний день данные соединения не 

обладают выраженной эффективностью [65]. 

Проведенная работа оренбургских педиатров и микробиологов по поиске 

борьбы с антибиотикорезистентными культурами позволила разработать 

синергидную комбинацию лизоцима с антибактериальными препаратами, 

направленную на возбудителей острых поражений легких у детей [50], что явилось 

новым подходом в борьбе с возбудителями бактериальных пневмоний. Новым 

кандидатом для поиска сочетанных комбинаций с противомикробными 

препаратами может явиться использование карнозина, поскольку это дипептид с 

выраженными антиоксидантными и антиокислительными свойствами, а также 

является хелатором металлов, а частности, ионов железа [171]. Учитывая факт 

распространения в популяции клебсиелл гипервирулентных вариантов, 
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направления по разработке эффективных средств борьбы с возбудителями 

клебсиеллезных инфекций очень важны. Экспрессия генов вирулентности является 

строго регулируемым процессом, зависимым от условий окружающей среды и/или 

бактериальными регуляторами, которые могут индуцировать или подавлять ее 

экспрессию [100,133]. При четко определенных условиях окружающей среды 

экспрессия гена вирулентности происходит в определенном месте, позволяя 

бактериям инициировать процесс инфекции [114,121,146]. Микробиота кишечника 

или ее метаболиты играют фундаментальную роль в регуляции патогенных 

механизмов и устойчивости к колонизации [99]. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 

2.1 Культуры микроорганизмов, использованные в работе  

Материалом для исследования послужили штаммы энтеробактерий (n=300), 

выделенные из различных биотопов организма человека (толстый кишечник, 

урогенитальный тракт). Штаммы Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae были 

изолированы из кишечника условно здоровых жителей Оренбургской области 

(n=184) и Тюменской области (n=69). В работе были использованы 15 штаммов 

энтеробактерий (E. albertii, K. varicella), выделенные из спермоплазмы мужчин при 

хроническом простатите и 32 уроштамма Е. coli – от лиц с инфекцией 

мочевыводящих путей. 

В работе были использованы референтные штаммы бактерий  ВКПМ ФГУП 

ГосНИИ «Генетика» (E. coli LEGM-18), отечественной коллекции ГИСК им Л.А. 

Тарасевича (E. coli K-12 и E. coli M-17 ), а также из сетевой коллекции симбионтных 

микроорганизмов и их консорциумов Института клеточного и внутриклеточного 

симбиоза УрО РАН (K. pneumoniae ICIS-278, K. pneumoniae ICIS-277, E. coli ICIS38  

и E. coli ICIS7).  

2.2 Методы выделения и идентификации микроорганизмов 

2.2.1 Метод выделения культур энтеробактерий из кишечника человека 

Пробу для исследования (фекалии) в объеме 1 г смешивали с 9,0 мл  

изотонического раствора (pH 7,2). Далее готовили серийные разведения 

исследуемого образца до получения суспензии в концентрации 109.  Для выделения 
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энтеробактерий использовали чашки с питательным агаром Эндо, на которые 

производили высев 0,1 мл исследуемой суспензии из разведений 105-109. Чашки с 

образцами инкубировали 24 часа в термостате (37°С) [8, 24].   

2.2.2 Метод выделения штаммов бактерий из мочи человека 

Сбор образцов мочи (средняя порция), собранных в ходе естественного 

мочеиспускания, проводился в стерильные одноразовые ёмкости с 

завинчивающейся крышкой. Пробы мочи доставляли в бактериологическую 

лабораторию в течение 1–2 часов. Энтеробактерии определяли при высеве мочи на 

агар Эндо методом секторальных посевов по Gould.  

2.2.3 Методы выделения культур из спермоплазмы мужчин 

Взятие материала и его исследование проводили согласно 

стандартизованным методикам, с использованием строгих критериев, 

соответствующих рекомендациям Всемирной организации здравоохранения 2010 

г. Уровень бактериальной обсемененности оценивали методом секторальных 

посевов по Gould с использованием агара Эндо. 

2.2.4 Метод идентификации микроорганизмов по биохимическим признакам 

Идентификация штаммов осуществлялась с использованием тест-системы 

«ЭНТЕРОтест24» («LaСhema», Чехия). Для проведения тестирования в ячейки с 

высушенным субстратом вносили взвесь чистых культур исследуемых 
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микроорганизмов и инкубировали при температуре 37°С на протяжении 24 часов. 

Результаты оценивались с помощью таблицы и цветных шкал сравнения, 

прилагаемых к тест-системе.  

2.2.5 Идентификация штаммов методом масс-спектрометрии 

Для идентификации микроорганизмов использовали 

мвсспекторометрический метод идентификации [8, 24]: чистую бактериальную 

культуру вносили в стерильные эппендорфы, добавляли 50% ацетонитрила и 2,5% 

трифторуксусной кислоты. Смесь подвергали центрифугированию на протяжении 

1 минуты (14 000 об/мин), получали экстракт. В лунки планшета добавляли по 1 

мкл экстракта в три параллели эксперимента с последующим внесением по 2 мкл 

раствора матрицы – a–СНСА. Видовую идентификацию бактерий осуществляли с 

применением ПО BioTyper 3,0 с расчётом коэффициента достоверности (Score) на  

масс-спектрометре «VITEK» MS (bioMerieux, Франция) в микробиологической 

лаборатории НИЦ ОрГМУ (заведующий лаборатории - к.м.н., доцент Борисов 

С.Д.). 

2.3 Молекулярно-генетические методы исследования энтеробактерий 

2.3.1 Метод конструирования родоспецифичных праймеров для детекции 

генов хелаторов железа (clbBN, iucBC) у энтеробактерий 

На первом этапе произведен поиск наиболее консервативных участков 

нуклеотидных последовательностей из базы данных «GenBank» («National Library 

of Medicine», США) и осуществлен подбор праймеров родоспецифичного 



42 
 

 
 

диапазона для выявления генов, кодирующих синтез хелатирующих соединений: 

аэробактина (iucBC) и колибактина (clbBN) [68]. 

Далее проводили подтверждение специфичности полученных 

олигонуклеотидов производилась с помощью сервиса Standard Nucleotide BLAST 

(«National Library of Medicine», США).  Сконструированы праймеры  для 

определения генов со следующими нуклеотидными последовательностями: 

аэробактин U:5҆- GTGGCCTGCATCTGCTGGTT-GGTG-3҆ и L:5-̓

GTGCGCTGCGTA-CGTGGCTCATTC-3҆(115 н.п.) и U:5-̓

CGCTGGCTGAAACCGGATGAAAGT-3҆ и L:5҆-ACCAСССGGAACAGTTGC-

GTAAGC-3҆(143 н.п.); колибактин: U:5- ACGGGAAATGCACAGAGGTCACT-3҆ и 

L:5҆-TAGСGAACGCC-GGGTAAACAC-3҆ (201 н.п.), U:5-̓

GСССTGCACATCATCAATC-3҆ и L:5҆-GCTACGCCATCGCTCCTAATAC-3 ̓ (162 

н.п.). 

2.3.2 Cкрининг генетических детерминант clbBN и iucBC методом ПЦР у 

штаммов E. coli и K. pneumoniae 

Для проведения скрининга на выявление исследуемых генетических 

детерминант методом ПЦР [2, 3, 24] было выполнено выделение ДНК штаммов 

энтеробактерий при помощи внесения чистой исследуемой культуры в 0,1 мл 

раствора «ДНК-Экспресс» (НПФ «Литех», Россия) с последующим нагреванием до 

температуры 98,0°С на протяжении 20 минут в термостате «ThermoStat Plus» 

(«Eppendorf», Германия). Далее использовали микроцентрифугу «5415 D» 

(«Eppendorf», Германия) при скорости 16100 оборотов на протяжении 30 секунд 

для получения супернатанта, который в дальнейшем использовался в качестве 

ДНК-матрицы. Реакционная смесь для ПЦР в объеме 10 мкл состояла из набора 

праймеров и реагентов ООО «Синтол» в составе: 1 мкл 25 мM раствора магния 

сульфата, 0,8 мкл 2,5 мM раствора дезоксирибонуклеотидтрифосфатов,1 мкл 10-

кратного ПЦР-буфера Б,  0,1 мкл 5 ед/мкл раствора Taq-полимеразы, 0,3 мкл 10 
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мкМ смеси праймеров и 4,3 мкл деионизованной воды. С целью предотвращения 

испарения воды из реакционной смеси, на её поверхность наслаивалось 20-30 мкл 

стерильного парафинового масла. ПЦР проводили в ДНК-амплификаторе «Терцик 

МС-2» на протяжении 30 циклов. В работе была экспериментально подобрана 

оптимальная температура отжига 65,0±0,3 в течении 3 секунд, исходя из 

характеристик сконструированных праймеров, что позволило производить анализ 

на наличие генов синтеза хелаторов железа по единой программе амплификации 

[25]. Температура фазы элонгации была в диапазоне от 70 до 72°C, длительность 

элонгации составляла от 4 до 25 с.  

Визуализация полученных результатов осуществлялась путем использования 

агарозного гель-электрофореза. Для электрофоретического разделения 

полученных амплифицированных ДНК-фрагментов использовали Трис-Борат-

ЭДТА – буфер (ТВЕ-буфер) с последующим внесением 50 мкг/мл 

люминесцентного красителя (этидия бромида).  Для разделения ДНК- фрагментов 

использовали напряженность электрического поля 15 в/см на протяжении 25 

минут. Процесс визуализации результатов разделения нуклеиновых кислот 

осуществлялся на установке «Vilber Lourmat» (Франция). Отрицательным 

контролем на генетические детерминаты, кодирующие синтез аэробактина 

использовали ДНК штамма E. coli M-17, в качестве положительного контроля на 

гены, кодирующие синтез колибактина и аэробакина - K. pneumoniae ICIS-278. 

2.3.3 Определение филогенетических групп штаммов E. coli 

Филогенетический анализ штаммов E. coli проводили методом 

филогенетической группировки на основе триплексной ПЦР [133] (Таблица 1). 

Маркерами для выявления филогрупп являлись: ген – chu A ген, связанный с 

транспортом гема у энтерогеморрагических E. coli; yjaA – ген из генома штамма E. 

coli К-12 с неуточненной функцией; фрагмент ДНК, обозначенный как TSPE4.C2, 
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который идентифицирован как ген, кодирующий липазу/эстеразу. Для 

обнаружения данных генов использовались известные праймерные 

последовательности. 

Таблица 1 – Праймеры для определения филогрупп E. coli  

Ген Последовательность (5'→3') Ампликон (н.п.) 

ChuA.1 

ChuA.2 

U:5 ҆- GACGAACCAACGGTCAGGAT -3 ҆ 

L:5 -̓ TGCCGCCAGTACCAAAGACA -3  ̓
279 

YjaA.1 

YjaA.2 

U:5 -̓ TGAAGTGTCAGGAGACGCTG -3 ҆ 

   L:5 -̓ ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC -3  ̓
211 

TspE4C2.1 

TspE4C2.2 

U:5 ҆- GAGTAATGTCGGGGCATTCA -3  ̓

L:5 -̓ CGCGCCAACAAAGTATTACG -3 ҆ 
152 

 

Компоненты реакционной смеси были такими же, как и в стандартном 

протоколе проведения ПЦР. Этапы полимеразной цепной реакции были едиными 

для всех праймеров (Таблица 2). 

Таблица 2 – Этапы ПЦР для определения филогрупп E. coli  

Праймеры Время, с Количество циклов Температура, ̊С 

ChuA.1 

ChuA.2 

YjaA.1 

YjaA.2 

TspE4C2.1 

TspE4C2.2 

60 1 92,6 

3 30 92,6 

5 30 57,0 

29 30 72,1 

Хранение 20,0 

 

Результаты ПЦР подвергались анализу с использованием дихотомического 

дерева решений. По результатам детекции данных генов производили деление 

штаммов на подгруппы: A, B 1, B 2 и D. В целях контроля качества реакции анализ 

был выполнен в двух повторах. 
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2.3.4 Полногеномное секвенирование штаммов энтеробактерий, анализ их 

геномов с помощью базы данных NCBI и системы Proksee 

Для проведения полногеномного секвенирования была выделена матричная 

ДНК исследуемых штаммов энтеробактерий (K. pneumoniae ICIS-277, K. 

pneumoniae ICIS-278, E. coli ICIS7, E. coli LEGM-18, E. coli M-17), которые 

предварительно были выращены в жидкой питательной среде (МПБ). Для 

получения ДНК культур [5, 8, 24] полученную взвесь подвергали 

центрифугированию в течении 6 минут при скорости 4000g. Полученный осадок 

ресуспендировали в 50 мкл триссолевого буфера с последующим инкубированием 

на протяжении часа при температуре 37°C в термостате. После этого ДНК 

подвергали троекратной фенол-хлороформной экстракции и растворяли в 30 мкл 

деионизованной воды. Для дальнейшей работы отбирались образцы ДНК, 

соответствующие стандартам (A260/280>1,8 и A260/230 ≥2,0 при концентрации 

≥100 нг/мл). ДНК–библиотеки готовились с использованием набора Nextera DNA 

Library Preparation Kit («Illumina», США), полногеномное секвенирование 

проводили на приборе «MiSeq» с длиной парных прочтений 2×300 нуклеотидов 

[60]. Аннотирование и проведение первичного анализа набора генов известных 

гомологов в полученных сборках осуществлялось с использованием онлайн-

сервиса Proksee. Итоговая аннотация полученных геномов выполнялась в 

автоматическом режиме сервисом PGAP после депонирования геномов в базе 

данных NCBI GenBank (NIH, США): E. coli М-17 (GCA_016757655.1), E. coli 

LEGM-18 (GCA_022214035.1), E. coli ICIS7 (GCA_033548645.1), K. pneumoniae 

ICIS-278 (GCA_002114225.1). В качестве референтных штаммов использованы 

геномы E. coli K-12 (GCA_000005845.2) и K. pneumoniae MGH 78578 

(GCA_019711675.1) базы данных NCBI GenBank (NIH, США) [60]. Анализ генов 

синтеза и транспорта колибактина и аэробактина проводился с использованием 

программного обеспечения SeqBuilder (США) из пакета ПО Lasergene 7.1. 
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2.3.5 Праймеры и режим амплификации тест-системы мультиплекс - ПЦР 

для выявления персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий 

 В тест-систему наряду с сконструированными праймерами для определения 

генетическими детерминантами колибактина (clbBN) и аэробактина (iucBC) были 

добавлены ранее разработанные праймеры [2, 3] для определения генов 

ингибиторов лизоцима (pliC и ivyC), а также включены сконструированные 

праймеры ингибитора лизоцима espC. Подбор и конструирование праймеров, а 

также разработка программы амплификации были выполнены таким образом, 

чтобы была возможность одновременно выявлять данные детерминанты у 

изучаемых штаммов энтеробактерий, что сократило время детекции штаммов. 

Для определения генов ингибиторов лизоцима  в  исследовании были 

использованы праймеры с последовательностями: для гена ivyC - 5'-

CAGGTGATGAGCGC-GTGCAAACC-3’;5’-CGCCGCGAACAACACCGTTTTAC-

3’ (190 н.п.); для гена pliC -  U:5 ҆-CGATGAAGCGGGCTGTTAGTGGTT-3 ; 5 ҆-

TACGGCTTGCAGTTGCTCAGGA-TG-3҆(184 н.п.) [2, 3], а также дополнительно 

сконструированные праймеры для гена espC - U:5 ҆-

GAGCTGGACGGTGTGGATTTGTTC-3’; 5’-CTCGCCGTGTACTGATTGTCGT-

GA-3’ (192 н.п.). Методика выделения бактериальной ДНК, а также состав 

реакционной смеси были идентичны с ранее проводимой ПЦР для выявления генов 

колибактина и аэробактина.  

Маркером молекулярной массы нуклеиновых кислот являлся линейный 

маркер pBS/Mspl (ООО "Лаборатория Медиген", Россия) в количестве 1,5 мкг. 

Регистрация результатов производилась на основе наличия либо отсутствия полос 

люминесценции бромида этидия в агарозном геле, расположенных в диапазоне 

молекулярных масс, соответствующих локализации маркерных фрагментов до 200 

нуклеотидных пар используемых праймерных пар [2, 3]. 

Для изучения специфичности разработанной ПЦР-тест системы был 

использован штамм E. coli K-12 с отсутствием генов хелаторов железа, также E.coli 
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M-17, содержащий в геноме генетические детерминанты, кодирующие колибактин 

и штамм K. pneumoniae ICIS-278 с генетическими детерминантами колибактина 

(clbBN) и аэробактина (iucBC). Штамм ICIS38 являлся положительным контролем 

на генетические детерминанты энтеротоксина С (espC) и аэробактина (iucBC). 

 

 

2.4 Изучение биологических свойств энтеробактерий 

2.4.1 Изучение протеолитической активности энтеробактерий 

В качестве субстрата для определения протеолитической активности 

использовали белок альбумин [2, 3]. Для этого взвесь чистой культуры 

исследуемых культур в обьеме 0,5 мл и смешивали ее с 1,0 мл 1%-раствора 

альбумина в К-фосфатном буфере. Затем смесь инкубировали при температуре 

370С в течении 30 мин в термостате. Далее реакцию останавливали добавлением 

15,0 мл 10%-ой холодной трихлоруксусной кислоты. Для формирования осадка 

смесь оставляли при комнатной температуре на 15 минут. После этого осадок 

отделяли от жидкости центрифугированием (на протяжении 15 мин при 3000 

оборотах в минуту). Надосадочную жидкость сливали, осадок растворяли в 2,0 мл 

биуретового реактива. После того как осадок полностью растворился, 

выдерживали раствор еще 10 минут для созревания окраски. Затем измеряли 

оптическую плотность полученного раствора при длине волны λ=550нм. В 

качестве контроля реакции учитывалась оптическая плотность чистого 

биуретового реактива [35]. Для контроля проведенного эксперимента были 

приготовлены два образца: первый (контроль 1) состоял из 0,5 мл прокипячённой 

микробной взвеси и 1,0 мл физраствора, а второй (контроль 2) состоял из   1,0 мл 

1-%ого раствора альбумина и 0,5 физиологического раствора.  
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Для расчета протеолитической активности использовали формулу: 

Apr = C ∗ (
(1 −

D0 − Dk1

Dk2
)

t ∗ Dm

) 

где Аpr - активность протеазы, выраженная в мг/мин*мл; С - концентрация 

альбумина, мг/мл; D0- оптическая плотность опыта;Dk1 - оптическая плотность 

контроля 1; DK2 - оптическая плотность в контроля 2; Dm - оптическая плотность 

бактериальной взвеси; t - время инкубации исследуемой культуры в  минутах 

2.4.2 Определение гемолитической активности микроорганизмов 

Определение гемолитической активности исследуемых энтеробактерий 

осуществляли на кровяном агаре, который готовили с помощью добавления в 

остывшую питательную среду (МПА) 5% стерильную дефибринированную 

баранью кровь. Затем на питательную среду были засеяны чистые культуры 

энтеробактерий для дальнейшей инкубации при температуре 370С в течении суток 

в термостате. Учет результатов проводили по оценке лизиса эритроцитов 

(образование зон просветления) [5, 6]. 

2.4.3 Определение чувствительности штаммов к антибиотикам 

Определение антибиотикочувствительности штаммов энтеробактерий 

проводили диско-диффузионным методом и с помощью серийных двойных 

микроразведений с определением минимальной ингибирующей концентрации 

(MIC) (Сенсилатест Г-(I), Erba Mannheim, Германия), а также методом двойных 

дисков. 
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Определение антибиотикочувствительности штаммов K. pneumoniae и E. coli 

проводилось с применением диско-диффузионного метода (ДДМ). Исследование 

проводилось на Шадлер агаре (Condilab, Испания) с использованием дисков с 

антибиотиками производства НИИЭМ имени Пастера (Россия, Санкт-Петербург). 

Протокол исследования соответствовал Рекомендациям МАКМАХ «Определение 

чувствительности микроорганизмов к антимикробным препаратам» [8, 32]. Для 

проведения теста на поверхность агара наносилась бактериальная взвесь с 

концентрацией 0,5 по Макфарланду. На каждую подсушенную чашку Петри 

размещались по 4 диска с различными антибиотиками. Инкубация проводилась на 

протяжении 24 часов при 37°С в термостате. Результаты оценивались путем 

измерения диаметра зон задержки роста бактерий вокруг диска с помощью 

штангенциркуля и сравнения их со стандартными критериями. Классификация 

чувствительности определялась по следующим параметрам: чувствительные к 

антибиотикам (S - susceptible), умеренно устойчивые (I - intermediate) и 

резистентные к антибиотикам (R - resistant) [8, 32].  

Определение чувствительности к антибактериальным препаратам у штаммов 

E. coli и K. pneumoniae изучали с применением метода серийных двойных 

микроразведений с определением минимальной ингибирующей концентрации 

(MIC) (тест-система Сенсилатест Г-(I), Erba Mannheim, Чехия). Исследуемые 

штаммы энтеробактерий культивировали на кровяном агаре в термостате при 

температуре 37°С в течении 18-24 часов. Готовили бактериальную взвесь с 

мутностью 0,5 по McFarland. Помещали 60 мкл бактериальной суспензии в 

пробирку с 13 мл суспензионной среды (Мюллер - Хинтон бульон II), тщательно 

перемешивали. Инокулировали в каждую лунку планшета c различными 

концентрациями антибиотиков по 100 мкл бактериальной суспензии. 

Инкубировали планшет в термостате при температуре 37°С в течении 16-20 часов.  

Минимальной подавляющей концентрацией считалась та наименьшая 

концентрация антибиотика, при которой в лунке отсутствует видимый рост 

бактериальной культуры. С использованием теста были определены резистентные 
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к антибиотикам (R) умеренно устойчивые (I) и чувствительные (S) штаммы.  Метод 

двойных дисков. Чистую исследуемую культуру добавляли к 3 мл стерильного 

физраствора, для получения суспензии мутностью 0,5 по МакФарланду и 

дальнейшего ее нанесения на поверхность питательного агара Мюллер–Хинтон 

(Condilab, Испания). Затем в центр агара выкладывали диски с клавулановой 

кислотой (амоксициллин/клавунат 20/10мкг). По обеим сторонам от центрального 

диска на расстоянии 20 и 30 мм выкладывали диски с цефтазидимом (30 мкг). 

Чашки инкубировали в термостате при температуре 37°С в течение 18–20 ч. На 

наличие бета-лактамаз расширенного спектра (БЛРС) у культуры указывало 

расширение зоны подавления роста между одними или несколькими дисками с 

цефалоспоринами III поколения и и диском, содержащим клавулановую кислоту 

[54]. 

2.4.4 Исследование ростoвых свoйств микроорганизмов 

Для оценки ростовых свойств микроорганизмов [5] чистые культуры 

исследуемых энтеробактерий выращивали на плотной питательной среде МПА 

(ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск). Затем готовили взвесь бактерий в изотоническом 

растворе (0,9%), которую стандартизировали на фотометре Elx 808 (Biotek, США). 

Оптическая плотность исследуемых культур составляла 0,28-0,3 ОП450. После 

этого, в лунки 96-луночного стерильного планшета вносили 135 мкл Шадлер-

бульона и взвесь исследуемых микроорганизмов в обьеме 15 мкл. После этого 

планшет помещали в термостат (37°С, 24 часа). Через сутки рост бактерий 

оценивали по оптической плотности бульонной культуры при длине волны 450 нм 

(ОП450). 
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2.4.5 Определение уровня антилизоцимной активности культур 

Определение антилизоцимной активности исследуемых штаммов 

энтеробактерий была проведена чашечным и фотометрическим методом по О.В. 

Бухарину с соавт. [9].  

Чашечный метод. Для определения антилизоцимной активности культур 

энтеробактерий к 9,0 мл расплавленного и остуженного до 40°С 1,5% ГРМ-агара 

(ФБУН ГНЦ ПМБ,  г. Оболенск) добавляли 1,0 мл раствора лизоцима («Sigma», 

Канада) в различных концентрациях (от 0 до 7 мкг/мл). Исследуемые суточные 

культуры бактерий засевали на поверхность приготовленных сред. Инкубировали 

при температуре 37°С на протяжении 24 часов, после чего выросшие колонии 

обрабатывали парами хлороформа. Затем на колонии наслаивали 3-4 мл мягкого 

агара, содержащего индикаторную культуру Micrococcus lysodeiktikus № 2665 

(ГИСК им. Л. А. Тарасевича), мутность которой соответствовала 3 единицам 

оптического стандарта по McFarland.  Через сутки инкубации в термостате при 

температуре 370С регистрировали исход эксперимента по наличию роста 

микрококка на поверхности и вокруг колоний исследуемых микроорганизмов, 

которые инактивировали конкретную концентрацию лизоцима, добавленного в 

питательную среду. Антилизоцимная активность исследуемых штаммов 

энтеробактерий определялась как максимальная концентрация лизоцима в среде 

(мкг/мл), при которой отмечался рост микрококка [2, 3, 36].  

Фотометрический метод. В жидкую питательную среду LB (Luria Bertani 

Broth, Condolab, Испания) в обьеме 3,0 мл вносили чистую культуру исследуемых 

микроорганизмов и культивировали в термостате при температуре 370С в течение 

12,5 ч. Затем, на фотометре ELx808-I («BioTek», США) определяли оптическую 

плотность бульона при длине волны 540 нм, в качестве контрольного раствора 

использовали  стерильный питательный бульон. От бактериальных клеток 

отделяли супернатант с использованием центрифугирования в течение 15 мин при 
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скорости 3300g. Как и в методике определения антилизоцимной активности 

чашечным методом, тест-штаммом являлась суточная культура M. lysodeiktikus № 

2665. Выросшие колонии штамма M. lysodeiktikus № 2665 обрабатывали 

хлороформом в течение 60 минут. Оптическая плотность полученной взвеси 

микрококка была доведена до 0,3 единицы. Раствор лизоцима готовили на 0,2 М 

фосфатном буфере (рН=6,2) с концентрацией 50,0 мкг/мл. После чего 0,9 мл 

супернатанта исследуемых культур энтеробактерий смешивали с 0,1 мл 

приготовленного раствора лизоцима.  Полученную смесь инкубировали при 

температуре 370С в течении 60-120 мин. Затем 0,5 мл полученной добавляли 2,0 мл 

суспензии тест-штамма. Оптическую плотность смеси измеряли через 30 и 150 

секунд на фотометре ELx808 («BioTek», США) при длине волны 540 нм. В качестве 

контрольного образца использовали смесь стерильного LB-бульона и раствор 

лизоцима в соотношении 9:1.  

По степени лизиса суспензии тест-культуры рассчитывали антилизоцимную 

активность исследуемой культуры по формуле: 

А =  
𝑉1∗C(1−

∆Do
∆ODk

)

V2∗Y
, 

где А – антилизоцимная активность, выраженная в мкг/мл*ОП450, V1 – обьем 

раствора лизоцима исходной концентрации; V2 – обьем супернатанта 

исследуемого штамма энтеробактерий; С - исходно внесенная концентрация 

лизоцима; Y – оптическая плотность бульонной культуры; ΔDo – изменение 

оптической плотности суспензии тест-культуры в опыте между 30 и 150 с; ΔDk –

изменение оптической плотности суспензии тест-культуры в контроле между 30 и 

150 с [2, 3, 36, 39].  
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2.4.6 Изучение биопленкообразующей способности энтеробактерий  

Для изучения биопленкообразования штаммов энтеробактерий готовили 

взвесь бактерий с оптической плотностью 0,28-0,3 ОП450, с последующим 

внесением ее в 96-луночный планшет по 150,0 мкл в 3 дублях.  Стерильный 

питательный бульон без бактериальной взвеси являлся контрольным образцом. 

Затем на фотометре Elx 808 (BioTek, США) при длине волны 540 нм определяли 

количество планктонных клеток.  После этого планшет помещали в термостат на 

24 часа при температуре 370С. По истечению суток из лунок удаляли планктонные 

клетки и окрашивали образовавшиеся биопленки. Процесс окрашивания включал 

внесение в каждую лунку 150,0 мкл дистиллированной воды и 20,0 мкл 1% 

раствора кристалл - виолета с последующим инкубированием в течении 45 минут. 

Затем лунки промывали дистиллированной водой и добавляли 200,0 мкл 96% 

этанола.  Степень образования биопленки оценивали по оптической плотности при 

длине данного волны 540 нм [5, 24, 127]. 

2.4.7 Определение продукции железосвязывающих соединений у штаммов          

E. coli и K. pneumoniae 

У всех штаммов была определена продукция хелаторов железа чашечным и 

фотометрическим методом с использованием красителя хрома азурола S (CAS) 

[148].  

Чашечный метод. Скрининг микроорганизмов на способность секретировать 

хелатирующие соединения проводили в условиях дефицита железа путем посева 

на специфическую среду, содержащую краситель хром азурол S (CAS агар). 

Готовили 3 раствора: краситель хром азурола, растворяли в дистиллированной воде 

(1 раствор); FeCl3х 7H2O добавляли в 10,0 мл 10м HCl (2 раствор); а также 

растворяли 73,0 мг HDTMA (гексадецил-триметил аммония) в 40,0 мл 
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дистиллированной воды (3 раствор). Смешивали 50,0 мл раствора 1 с 9,0 мл 

раствора 2. Раствор приобретал темно-красную окраску. Полученную смесь 

растворов соединяли с 40,0 мл раствора 3. Раствор изменял цвет на синий. К 850,0 

мл теплой среды М9 вносили 30,0 мл раствора казаминовых кислот и 100,0 мл 

раствора 1. Готовую среду разливали по чашкам. На подсушенную поверхность 

приготовленных сред "пятачками" засевали исследуемые культуры 

микроорганизмов. Через сутки культивирования в термостате при 370С проводили 

регистрацию исходов эксперимента путем измерения изменения зоны окраски 

среды c использованием штангенциркуля. Изменение цвета среды с синего на 

оранжевый свидетельствовал о наличии хелаторов железа у изучаемого штамма 

[148].  

Фотометрический метод. Аликвоту надосадочной жидкости культур 

смешивали с 1,0 мл раствора для анализа CAS, не содержащий агар. Контролем 

являлась такая же среда, что использовалась для выращивания культур, но без 

добавления раствора CAS. После 1 часа инкубации при комнатной температуре 

измеряли оптическую плотность фотометре Elx 808 (Biotek, США) при длине 

волны 630 нм поглощение образца (S) и контроля (R).  Процентное содержание 

железосвязывающих соединений рассчитывали путем вычитания значений 

поглощения образца из контроля по формуле:  

(
Ar − As

Ar
) ∗ 100 

где % - единицы продукции хелаторов железа; As- оптическая плотность 

исследуемой культуры, Ar- оптическая плотность контроля. 

Процентное содержание единиц хелатирующих соединений менее 10 

считалось отрицательным [148].  
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2.4.8 Определение уровня антикарнозиновой активности культур 

Определение антикарнозиновой активности энтеробактерий проводили с 

помощью фотометрического метода (фотометр Elx 808 (Biotek, США)) [1, 9, 38]. К 

бактериальной 24 часовой взвеси энтеробактерий добавляли мясопептонный 

бульон и карнозин. В эксперименте были использованы 3 контроля. В 1 контроле 

взвесь заменяли изотоническим раствором (NaCl, 0,9%), во втором отсутствовал 

раствор карнозина, объем выравнивали добавлением физиологического раствора. 

Третий контроль состоял из изотонического раствора и мясопептонного бульона. 

Все образцы имели одинаковый объем. После инкубации контрольных и опытных 

проб в термостате при температуре 37oC на протяжении 24 часов в термостате, во 

все образцы добавляли по 0,1 мл хлороформа с последующим 

центрифугированием. К полученным супернатантам добавляли по 1,1 

мясопептонного бульона и 0,1 мл взвеси индикаторной культуры M. luteus № 

211001 (ГИСК им. Л. А. Тарасевича), затем инкубировали все пробы и замеряли 

оптическую плотность на фотометре Elx 808 (Biotek, США). Антикарнозиновую 

активность энтеробактерий выражали в мг/мл при вычислении значений 

оптических плотностей контроля и опытных культур.  

2.4.9 Определение антипептидной активности энтеробактерий 

Антипептидную активность (АПА) в отношении рекомбинантных цитокинов 

(ФНО-α - T6674-10UG, ИЛ-10 - I9276-5UG) бактерий проводили 

иммуноферментным анализом (ИФА)  с использованием наборов  ООО «Цитокин», 

(г. Санкт-Петербург) [5,  12, 24]. 

Для определения АПА штаммы энтеробактерий культивировали на ГРМ-

агаре (ФБУН ГНЦ ПМБ, г. Оболенск). Затем центрифугированием отделяли 

супернатант от бактериальных клеток. После чего получали опытные пробы путем 
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соинкубирования полученных супернатантов штаммов с раствором цитокинов в 

соотношении 1:1. Раствор цитокинов, внесенный в забуферный физиологический 

раствор, являлся контролем эксперимента. В опытных и контрольных образцах 

конечная концентрация цитокинов была на уровне 25,0 пг/мл для TNF α, 50,0 пг/мл 

для IFN–γ и 50,0 пг/мл для IL-10. Инкубация образцов проводилась при 

температуре 37°С в течение 2 часов в термостате, с последующей остановкой 

реакции на холоде. Измерение оптической плотности образцов проводили при 

длине волны 450 нм на фотометре Elx 808 (BioTek, USA). Антипептидную 

активность выражали в единицах инактивации субстратов в опыте по сравнению с 

контролем. 

 

2.4.10  Определение антииммуноглобулиновой активности штаммов 

Антииммуноглобулиновую активность (АИгА) бактерий определяли 

методом твердофазного иммуноферментного анализа с использованием наборов 

ЗАО «Вектор-Бест», г. Новосибирск по методике Бухарина О.В. с соавт. (2005) [5, 

15].  Для соинкубирования в пластиковые эппендорфы вносили 50,0 мкл 

супернатантов энтеробактерий, 50,0 мкл рабочего раствора трис НСl и 100,0 мкл 

сыворотки человека (опыт). В контрольном образце супернатант заменяли на 50,0 

мкл забуференного физиологического раствора. Соинкубировали в течение 1 часа 

(37 °С), реакцию останавливали на холоде в течении 15 минут. Замер концентрации 

иммуноглобулинов в опытных и контрольной пробах осуществляли на приборе Elx 

808 (BioTek, USA) при λ=450 нм.  Для оценки антииммуноглобулиновой 

активности использовали единицы инактивации иммуноглобулина, полученные 

путем сравнения эксперементальных данных с контрольными. 
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2.4.11 Регуляция персистентных свойств и продукции хелаторов железа у 

штаммов энтеробактерий ионами железа 

Для изучения изменения персистентных свойств и продукции хелаторов 

железа у штаммов E. coli и K. pneumoniae применяли среду М9 с различными 

концентрациями железа. В качестве контроля использовали стандартную среду М9. 

Кроме того культуры выращивали на обедненной ионами железа среде путем 

добавления в питательную среду хелатора 2,2 дипиридила (50 мкМ), а также на 

среде с добавлением ионов железа, тем самых обогащая питательную среду 

необходимым для роста микроорганизмом микроэлементом. Конечная 

концентрация 2,2 дипиридила в среде составляла 2,38 мкм/мл. Обогащенную среду 

получали при добавлении в среду 20 мкМ Fe2SO4 * 7H2O. Конечная концентрация 

ионов железа в среде составляла 0,95 мкм/мл. В работе были использованы штаммы 

с различными комбинациями хелаторов железа (колибактин, аэробактин). У 

штаммов, выросших на различных средах, определяли рост, биопленкообразование 

[127], антилизоцимную активность (чашечным методом) [9] и продукцию 

хелаторов железа (фотометрическим методом) [148]. 

2.5 Изучение сочетанного влияния карнозина и лизоцима с 

антимикробными препаратами в отношении штаммов K. pneumoniae 

Изучение сочетанного влияния лизоцима и карнозина с антибиотиками в 

отношении культур K. pneumoniae проводили с использованием диско-

дифузионного метода с предварительным внесением в питательный агар по 1,0 мл 

лизоцима («Sigma-Aldrich», США) или карнозина («Sigma-Aldrich», США) в 

концентрации 100 мкг/мл на фосфатном буфере (рН 6,4-6,8), для создания 

конечной концентрации используемых веществ в питательной среде на уровне 4 

мкг/мл. Расширение зоны подавления роста штаммов вокруг дисков указывало на 
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наличие сочетанного эффекта добавляемых компонентов с антибактериальными 

препаратами. В качестве контроля использовали результаты определения 

чувствительности к антибиотикам без внесения лизоцима и карнозина. Сочетанное 

действие компонентов оценивали по результатам трёх независимых 

экспериментов. 

2.6 Методы статистической обработки полученных результатов 

Статистический анализ полученных данных осуществлялся с 

использованием методов вариационной статистики с использованием пакетов 

прикладных программ Microsoft Excel и «STATISTICA 10.0». Для оценки 

значимости различий между исследуемыми группами применялись t-критерий 

Стьюдента (параметрический метод) и U-критерий Манна-Уитни 

(непараметрический метод). Результаты представлены в формате среднего 

арифметического значения (M)± стандартная ошибка средней (m). Статистически 

значимыми считали различия при p<0,05 [20]. 
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ГЛАВА 3. РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ ГЕНЕТИЧЕСКИХ ДЕТЕРМИНАНТ 

ХЕЛАТОРОВ ЖЕЛЕЗА В ПОПУЛЯЦИИ УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ 

ЭНТЕРОБАКТЕРИЙ, ИХ ГЕНЕТИЧЕСКИЙ И ФЕНОПИТИЧЕСКИЙ 

ПРОФИЛЬ  

3.1 Анализ нуклеотидных последовательностей хелаторов железа (clbBN и 

iucBC) у энтеробактерий для конструирования праймеров 

На первом этапе работы для оценки распространенности генов, кодирующих 

хелаторы железы было выполнено определение консервативных участков генов 

колибактина и аэробактина и последующий подбор праймеров к ним. Подбор 

праймеров осуществлен при помощи программы «PrimerSelect» из пакета 

программного обеспечения «Lasergene 7.1» («DNASTAR, Inc.», США) так, чтобы 

длина ожидаемых ампликонов существенно не превышала 200 нуклеотидных пар 

(н.п.) для возможности реализации тест-системы в формате ПЦР «реального 

времени», но для разных определяемых детерминант отличалась не менее чем на 

несколько десятков пар нуклеотидов, при этом имея близкие расчетные 

температуры отжига для возможности реализации тест-системы в формате 

множественной ПЦР. Разница температур отжига между праймерами в паре iucB и 

iucC не превысила 0,5°C со средним значением 61°C и длиной ожидаемых 

ампликонов 115 н.п. Для праймеров в паре iucC и clbB разница температур отжига 

находилась в пределах 0,1°C со средними температурами 64°C и 58,6°C, а также с 

длиной ожидаемых ампликонов 143 и 201 н.п. соответственно. В паре праймеров 

clbN разница температур составляла 0,2°C с длиной ампликонов 162 н.п (Рисунок 

4). 
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Рисунок 4 – Подбор праймеров и их характеристики для выявления 

колибактина и аэробактина у штаммов энтеробактерий 

Примечание: Характеристики праймеров А) iucB и iucC; В) clbB и clbN 

 

Праймеры конструировали в соответствии с поставленными задачами, а 

именно, их подбирали так, чтобы получить длину ампликонов до 200 н.п. и 

сходную температуру отжига (Таблица 3). 

С целью проведения ПЦР анализа с оптимальным соотношением 

чувствительности и специфичности нами был экспериментально подобран состав 

реакционной смеси и алгоритм амплификации. 

 

 

 

А) 

Б) 
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Таблица 3 – Разработанные праймеры для определения генетических 

детерминант аэробактина и колибактина 

Хелаторы 

железа 

Ген Последовательность (5҆→3҆) Ампликон 

(н.п.) 

Tm 

(̊C) 

Аэробактин 

iucB 
U:5-̓GTGGCCTGCATCTGCTGGTTGGTG-3 ̓

L:5҆-GTGCGCTGCGTACGTGGCTCATTC-3 ̓
115 

66,2 

66,7 

iucC 
U:5-̓CGCTGGCTGAAACCGGATGAAAGT-3҆ 

L:5҆-ACCACCCGGAACAGTTGCGTAAGC-3҆ 
143 

64,0 

63,9 

Колибактин 

clbB 
U:5-̓ACGGGAAATGCACAGAGGTCACT-3 ̓

L:5҆-TAGCGAACGCCGGGTAAACAC-3҆ 
201 

58,6 

58,7 

clbN 
U:5-̓GCCCCTGCACATCATCAATC-3҆ 

L:5҆-GCTACGCCATCGCTCCTAATAC-3҆ 
162 

55,0 

54,8 

 

Стандартный цикл ПЦР включает три этапа с разной температурой: 

денатурацию молекул ДНК, отжиг праймеров и синтез ДНК, повторяющихся от 20 

до 50 раз. Первым этапом идет прогрев реакционной смеси. В разработанной тест- 

системе подобрана температура денатурации 92,6 в течении 3 секунд.  

Исходя из характеристик сконструированных праймеров нами была 

экспериментально подобрана температура отжига 65,0±0,3 в течении 3 секунд. В 

разработке программы использовалась стандартная температура элонгации при 

использовании Taq-полимеразы - 72˚С. Общее количество циклов -30 (Таблица 4).  

 

Таблица 4 – Экспериментально подобранная программа амплификации  

Праймеры Время, с Количество циклов Температура, ̊С 

iucB 41 1 92,6 

iucC 3 30 92,6 

clbB 3 30 65,0 

clbN 12 30 72,0 

 Хранение 20,0 
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Таким образом, разработаны оптимальные режимы постановки ПЦР с 

использованием сконструированных праймеров (Рисунок 5). В программе ПЦР 

присутствует начальная денатурация дезоксирибонуклеиновой кислоты при 

температуре 92,6°C для улучшения амплификации целевого фрагмента ДНК. В 

программе отсутствует завершающая элонгация, поскольку подобранная 

температура амплификации позволяет эффективно проводить ПЦР без данного 

этапа, что сокращает время проведения анализа. 

 

Рисунок 5 – Разработанная программа ПЦР для детекции генов колибактина 

и аэробактина 

 

В работе подобрано оптимальное соотношение компонентов реакционной 

смеси, что позволило проводить специфическую амплификацию с высокой 

эффективностью реакции (Таблица 5). 

После конструирования праймерных пар отобранных генетических 

детерминант и подбора оптимальной программы амплификации нами было 

проведено тестирование созданной тест-системы на выявление детерминант, 

кодирующих колибактин и аэробактин у штаммов энтеробактерий. 
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Таблица 5 – Приготовление реакционной смеси  

Реагент Концентрация Количество в 1 пробирке, мкл 

ПЦР-буфер В 1х 1 

MgSO4 25ммоль/л 1 

дНТФ 2,5ммоль/л 0,8 

Taq-полимераза 5 ус.ед /мкл 0,1 

Праймеры 10 ммоль/л 0,3 

Образец ДНК  50-250нг/мкл  2,5  

H2O До доведения реакционной 

смеси до 10 мкл 

4,3 

Всего: 10 

Примечание: х- однократное разведение буфера 

 

В качестве положительного контроля на генетические детерминанты 

колибактина (clbBN) и аэробактина (iucBC) был использован референтный штамм 

K.  pneumoniae ICIS-278 и штамм E. coli М-17 – положительный на гены, 

кодирующие синтез колибактина  (Рисунок 6). 

 

Рисунок 6 – Результат электрофореза ампликонов после тестирования 

программы ПЦР для выявления аэробактина (А) и колибактина (Б) у 

энтеробактерий; MW- линейка молекулярных масс «100 bp» (ООО «Лаборатория 

Медиген», Россия) 

А) Б) 
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Еще одним экспериментально подобранным положительным контролем был 

штамм E. coli 256. Отрицательным контролем на генетические детерминанты 

колибактина и аэробактина являлись референтные штаммы Klebsiella pneumoniae 

260 и Escherichia coli K-12 из коллекции нашей лаборатории, у которых 

отсутствуют изучаемые хелаторы железа. Электрофорез продуктов амплификации, 

выполненной с использованием праймеров к генам clbBN и iucBC, 

продемонстрировал наличие фрагментов ожидаемых длин н.п. у положительных 

контролей. Ложноположительных результатов не выявлено. Таким образом, 

сконструированнные праймеры, программа амплификации и состав реакционной 

смеси позволяет выявлять штаммы энтеробактерий с генетическими 

детерминантами аэробактина и колибактина.  

3.2 Детекция генов clbBN/iucBC и их комбинации среди штаммов 

энтеробактерий, выделенных из различных биотопов человека 

Сконструированные праймеры и подобранная программа амплификации 

были протестированы на кишечных штаммах E. coli и K. pneumoniae, 

изолированных от жителей Оренбургской (n= 184) и Тюменской области (n= 69) 

(Рисунок 7). Среди культур E. coli, носителей генетических детерминант хелаторов 

железа, в Оренбургской области преобладали штаммы с генами колибактина 

(40,0±7,21%), также выделялись штаммы с генетическими детерминантами 

колибактина и аэробактина (24,0±4,3%). Штаммы, обладающие генетическими 

детерминантами, кодирующих синтез аэробактина и без изучаемых генетических 

детерминант встречались в равном количестве (18,0±2,1% и 18,0±4,6%) 

соответственно.  

В Тюменской области среди штаммов E. coli преобладали культуры без 

генетических детерминант (40,0±8,1%), также выделялись штаммы с генами 
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аэробактина (36,0±11,2%), колибактина (14,0±3,5) и с комбинацией генов 

колибактина и аэробактина (10,0±1,2%). 

 

 clbBN+iucBC+      clbBN-iucBC+       clbBN+iucBC-       clbBN-iucBC- 

Рисунок 7 – Частота встречаемости и комбинаций генетических детерминант 

clbBN и iucBC у штаммов E. coli и K. pneumoniae, выделенных из кишечника 

условно здоровых лиц Оренбургской и Тюменской области. Штаммы E. coli, 

выделенные из кишечника условно здоровых жителей Оренбургской (А) и 

Тюменской (В) области, Штаммы K. pneumoniae, выделенные из кишечника 

условно здоровых жителей Оренбургской (Б) и Тюменской (Г) области 

 

Анализ распределения генетических детерминант, кодирующих синтез 

колибактина и аэробактина, в популяции кишечных штаммов К. pneumoniae 

позволил установить, что в Оренбургской и Тюменской областях встречались 

культуры в 25,0-43,0% случаев с комбинацией генов clbBN и iucBC. Среди штаммов 
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К. pneumoniae, изолированных от жителей Тюменской области, также обнаружены 

изоляты с генами аэробактина (15,0±5,6%). Таким образом, в отношении штаммов 

E. coli и К. pneumoniae были установлены региональные особенности 

распространенности генов clbBN и iucBC. 

Штаммы E. coli, различающиеся по наличию факторов вирулентности, а 

также экологическим нишам, как правило, принадлежат к разным филогруппам. В 

соответствии с классификацией выделяют комменсальную группу (A и B1) и 

патотипическую (B 2 и D) [140].  В связи с этим, в работе была определена 

распространенность генетических детерминант, кодирующих биосинтез 

колибактина (clbBN) и аэробактина (iucBC) в штаммах E. coli основных филогрупп.  

Определение принадлежности штаммов к конкретной филогенетической группе 

основывалось на выявлении двух генов: chuA и yjaA, а также фрагмента ДНК 

TSPE4.C2 с помощью мультиплекс- ПЦР, предложенной O. Clermont et al. 2000 

[136].  

В качестве положительного контроля использовался секвенированный 

штамм E. coli ICIS3, у которого в геноме обнаружены гены chuA и yjaA и фрагмент 

ДНК TSPE4.C2. Отрицательным контролем являлся штамм E. coli LEGM-18, не 

имеющего в геноме исследуемых генов. Штамм E. coli ICIS7 являлся 

положительным контролем на наличие генов chuA и yjaA (Рисунок 8). Для 

контроля специфичности анализа реакция проводилась в двух повторах.  

  В результате проведенной работы установлено, что в Оренбургской области 

70,9% штаммов относились к патотипической группе (В2 и D) (Таблица 6). В 

структуре патотипических групп преобладали штаммы с генами clbBN (23,4%), а 

также с комбинацией генов, кодирующих синтез колибактина и аэробактина 

(26,6%). В Тюменской области 59,2% штаммов относились к группе (В2 и D), среди 

которых наибольшая доля (24,5%) обладали генами iucBC. В комменсальных 

группах (A и B1), не зависимо от области, наибольшую долю занимали штаммы без 

изучаемых детерминант. Однако и в комменсальных группах двух областей в 

низком проценте встречались штаммы с исследуемыми генетическими 

детерминантами. 
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Таблица 6 – Филогенетические группы штаммов E. coli c генетическими 

детерминантами clbBN и iucBC 

Штаммы  

E. coli 

Филогруппа  

E. coli 

clbBN+ 

iucBC- 

clbBN- 

iucBC+ 

clbBN+ 

iucBC+ 

clbBN- 

iucBC- 

Всего 

штаммов 

 

О
р

ен
б

у
р

гс
к
ая

 

о
б

л
ас

ть
 

(n
=

1
2

4
) 

  
Комменсальная 

группа 
 (A и B1) (n=36) 

5,6±3,4% 

(7 из 124) 

5,6±3,4% 

(7 из 124) 

5,6±3,4% 

(7 из 124) 

12,3±4,7% 

(15 из 124) 

29,1±6,6% 

(36 из 124) 

Патотипическая 

группа 
 (В2 и D) (n=88) 

23,4±6,1% 

(29 из 124) 

15,3±5,2% 

(19 из 124) 

26,6±6,5% 

(33 из 124) 

5,65±3,4% 

(7 из 124) 

70,9±6,6% 

(88 из 124) 

Т
ю

м
ен

ск
ая

 

о
б

л
ас

ть
 

(n
=

4
9

) 

Комменсальная 

группа (A и B1) 

(n=20) 

0 
12,2±5,6% 
(6 из 49) 

0  
 

28,6±9,4% 

(14 из 49) 

 

40,8±9,0% 

(20 из 49) 

 

Патотипическая 

группа (В2 и D) 

(n=29) 

14,3±8,1% 

(7 из 49) 

24,5±5,2% 

(12 из 49) 

8,2±4,2% 

(4 из 49) 

12,2±5,6% 

(6 из 49) 

59,2±9,0% 

(29 из 49) 

 

 

Дополнительно в работе была проанализирована частота встречаемости 

генов clbBN и iucBC у штаммов энтеробактерий, выделенных из мочи (n=32) и 

спермоплазмы (n=15) от обследуемых лиц Оренбургской области с инфекцией 

мочевыделительной системы и хроническим простатитом (Рисунок 8).  

Скрининг уроштаммов E. coli на наличие исследуемых детерминант 

позволил установить в 67,0±13,6% случаев культуры с генетическими 

детерминантами аэробактина. Из спермоплазмы мужчин с хроническим 

простатитом были выделены культуры E. albertii, вида близкородственного E. coli, 

которые в 38,0±9,9% случаев являлись носителями генов аэробактина и в 

13,0±6,7% случаев – генов колибактина. 
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 clbBN+iucBC+      clbBN-iucBC+       clbBN+iucBC-       clbBN-iucBC- 

Рисунок 8 – Частота встречаемости и комбинаций генетических детерминант 

clbBN и iucBC у штаммов E. coli, выделенных из мочи с инфекцией 

мочевыделительной системы (А); спермоплазмы мужчин с хроническим 

простатитом (Б) 

 

Таким образом, в результате анализа встречаемости генов желе-

зосвязывающих соединений были получены новые данные о широкой частоте 

встречаемости генов аэробактина и колибактина (40,0-82,0%) в популяции 

кишечных энтеробактерий, а также выявлены региональные особенности 

распределения генов clbBN и iucBC у штаммов E. coli и K. pneumoniae. Среди 

культур E. сoli, выделенных от жителей Оренбургской области в 2,5-3, среди К. 

pneumoniae в 2 раза чаще отмечались штаммы с генами биосинтеза колибактина 

(clbBN) и их комбинации с генами биосинтеза аэробактина (iucBC) по сравнению с 

изолятами из Тюменской области. Напротив, в популяции штаммов E. сoli и  К. 

pneumoniae изолированных от жителей Тюменской области преобладали штаммы 

с генами iucBC. В 59,2 - 70,9% случаев культуры E. coli с генами clbBN и iucBC в 

обоих регионах относились к патотипической филогенетической группе (В2 и D). 

Среди штаммов K. pneumoniae, изолированных от жителей обеих областей в 40,0-

43,0% случаях регистрировались штаммы с генами колибактина и его комбинацией 

с аэробактином. В Оренбургской области в два раза чаще регистрировались 
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культуры с генетическими детерминантами колибактина, однако отсутствовали 

культуры с аэробактином, по сравнению с Тюменской областью. Среди 

уроштаммов E. coli и E. albertii, выделенных от лиц с урогенитальной инфекцией 

отмечался значительный процент штаммов с генами аэробактина (67,0±13,6% и 

38,0±9,9%) соответственно. 

3.3 Анализ геномов референтных штаммов энтеробактерий, положительных 

и отрицательных по генам clbBN и iucBC 

Анализ данных секвенированных геномов позволил подтвердить наличие 

генетических детерминант железосвязывающих соединений у штаммов Klebsiella 

pneumoniae ICIS-278, E. coli  ICIS7, а также модельного штамма Escherichia coli M-

17, c генами колибактина и E. coli LEGM-18 с генами аэробактина. Штаммы E. coli 

K-12 и Klebsiella pneumoniae MGH 78578 (из базы NCBI) являлись оппозитными по 

исследуемым генетических детерминантам. На первом этапе нашей работы мы 

подтвердили наличие у штаммов K. pneumoniae ICIS-278, E. coli M-17 и у 

экспериментально подобранного штамма E. coli ICIS7 всех 19 генов острова pks, 

что подтверждает наличие у него генов синтеза колибактина, выявленного 

оригинальными праймерами в ПЦР (Таблица 7). Помимо этого установлено, что 

кодирующие белки всех генов острова pks имеют идентичные аминокислотные 

остатки у исследуемых штаммов E. coli и K. pneumoniae.  

Учитывая тот факт, что колибактин обладает генотоксичным действием, 

бактериальная клетка обрела систему самозащиты от разрушительного действия, 

кодируемую геном ClbS. Функциональные исследования показали, что ClbS 

обладает активностью циклопропангидролазы, которая способна превращать 

генотоксичный колибактин в безвредное соединение [73].   
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Таблица 7 – Присутствие генов биосинтеза и транспорта колибактина в геномах исследуемых штаммов энтеробактерий 

Колибактин 
 

Детерминанты 
 

E. coli К-12 
(clbBN- iucBC-) 

 

GCA_000005845.2 

E. coli М-17  
(clbBN+ iucBC-) 

 

GCA_016757455.1 

E. coli LEGM-18 

(clbBN- iucBC+) 

 
GCA_022214035.1 

E. coli ICIS7 
(clbBN+iucBC+) 

 

GCA_033548645.1 

K. pneumoniae 
MGH 78578 

(clbBN-iucBC-) 

GCA_019711675.1 

K. pneumoniae ICIS-278 

(clbBN+iucBC+) 

GCA_002114225.1 

clbA - WP_001217110.1(244) - WP_001217110.1(244) - WP_001217110.1(244) 

clbB - WP_001518711.1 (3206) - WP_001518711.1 (3206) - WP_041168941.1 (3206) 

clbC - WP_001297908.1 (866) - WP_001297908.1(866) - WP_001297908.1 (866) 

clbD - WP_000982270.1 (289) - WP_000982270.1 (289) - WP_000982270.1 (289) 

clbE - WP_001297917.1 (82) - WP_001297917.1 (82) - WP_001297917.1 (82) 

clbF - WP_0003337350.1 (376) - WP_000337350.1(376) - WP_0003337350.1 (376) 

clbG - WP_000159201.1 (422) - WP_000159201.1(422) - WP_000159201.1 (422) 

clbH - WP_001304254.1 (1598) - WP_318745798.1(1598) - WP_001304254.1 (1598) 

clbI - WP_000829570.1 (1010) - WP_000829570.1(1010) - WP_000829570.1 (1010) 

clbJ - WP_001519877.1(2166) - WP_318745795.1(2166) - WP_001519877.1(2166) 

clbK - WP_000222467.1(2154) - WP_000222458.1(2154) - WP_000222467.1(2154) 

clbL - WP_001297937.1(487) - WP_001297937.1(487) - WP_001297937.1(487) 

clbM - WP_000217768.1(479) - WP_000217768.1(479) - WP_000217768.1(479) 

clbN - WP_001327259(1455) - WP_001327259.1(1455) - WP_001327259(1455) 

clbO - WP_001029878.1(819) - WP_001029878.1(819) - WP_001029878.1(819) 

clbP - WP_002430641.1(504) - WP_002430641.1(504) - WP_002430641.1(504) 

clbQ - WP_000065646.1(240) - WP_000065646.1(240) - WP_000065646.1(240) 

clbR - WP_000357141.1(70) - WP_000357141.1(70) - WP_000357141.1(70) 

clbS - WP_001519875.1(170) - WP_000290498.1(170) - WP_001519875.1(170) 
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Анализ геномов позволил установить у штаммов K. pneumoniae ICIS-277, K. 

pneumoniae ICIS-278, E. coli LEGM-18 и E. coli ICIS7 гены синтеза аэробактина 

iucABCD, ген рецептора внешней мембраны iutA, а также гены FhuABCD – 

рецептор и транспортеры гидроксамата железа (Таблица 8).  Ген FhuA кодирует 

идентичный белок длиной 747 аминокислотных остатка у всех штаммов кроме, E. 

coli ICIS7 и K. pneumoniae MGH 78578 – у данных штаммов кодирующий белок 

имел отличия по длине: 752 и 735 аминокислотных остатков соответственно. Ген 

рецептора внешней мембраны iutA кодирует белок с длиной 733 аминокислотных 

остатка у штаммов E. coli LEGM-18 и K. pneumoniae ICIS-278, штамм E. coli ICIS7 

с длиной 731 аминокислотных остатка. Набор данных генов позволяет 

бактериальной клетке синтезировать и принимать сидерофор с ионами железа.  В 

нашей работе обнаружено, что у штаммов K. pneumoniae MGH 78578, E. coli К-12 

и E. coli M-17 нет генов, кодирующих синтез аэробактина, но присутствуют гены 

рецептора и транспортеров, но  что свидетельствует о том, что данные штаммы, не 

продуцируют собственный сидерофор, но способны принимать чужой аэробактин, 

загруженный ионами железа. Важно отметить, что выработка множественных 

сидерофоров способствует колонизации различных тканей хозяина и создает 

избыточность поглощения железа, которая может преодолеть нейтрализацию 

хозяином любого конкретного сидерофора железа [172]. 

Помимо этого, проведен анализ локусов, кодирующих синтез и транспорт 

колибактина и аэробактина с использованием программного обеспечения 

SeqBuilder из пакета ПО Lasergene 7.1, который подтвердил гомологичность набора 

генов, а также взаимного расположения генов колибактина и аэробактина, 

штаммов семейства энтеробактерий на примере секвенированных штаммов E. coli 

ICIS7 и K. pneumoniae ICIS-278 (Рисунок 9), что подтверждает универсальность 

данных хелаторов железа для штаммов E. coli и K. pneumoniae. 
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Таблица 8 – Присутствие генов биосинтеза и транспорта аэробактина в геномах исследуемых штаммов 

энтеробактерий 
 

 

 

Аэробактин 

Детерминанты 

 

E. coli 

К-12  

(clbBN- iucBC-) 

GCA_000005845.2 

E. coli 

М-17  

(clbBN+ iucBC-) 
 

GCA_016757455.1 

E. coli 

LEGM-18 

(clbBN- iucBC+) 

GCA_022214035.1 

E. coli 

ICIS7 

(clbBN+iucBC+) 
 

GCA_033548645.1 

K. pneumoniae 
MGH 78578 

(clbBN-iucBC-) 
 

GCA_019711675.1 

K. pneumoniae ICIS-
278(clbBN+iucBC+) 

 
 

GCA_002114225.1 

iucA - - WP_000602863.1 

(574) 

WP_001403387.1 

(574) 

- WP_000602863.1 

(574) 

iucB - - WP_000011908.1 

(315) 

WP_001287501.1 

(315) 

- WP_004213921.1 

(315) 

iucC - - WP_001015721.1 

(580) 

WP_001015713.1 

(580) 

- WP_004213922.1 

(577) 

iucD - - WP_016238513.1 

(445) 

WP_016238513.1 

(445) 

- WP_016238513.1 

(445) 

iutA - - WP_000973519.1 

(733) 

WP_001403966.1 

(731) 

- WP_000973519.1 

(733) 

fhuA WP_000124416.1 

(747) 

WP_000124416.1 (747) WP_000124416.1 

(747) 

WP_000035481.1 

(752) 

WP_004178624.1 

(735) 

WP_000124416.1 

(747) 

fhuD WP_001201566.1 

(296) 

WP_001201566.1 (296) WP_001201566.1 

(296) 

WP_001468147.1 

(296) 

WP_004147133.1 

(296) 

WP_001201566.1 

(296) 

fhuC WP_001158929.1 

(265) 

WP_001158929.1 (265) WP_001158929.1 

(265) 

WP_001158929.1 

(265) 

WP_002889212.1 

(265) 

WP_001158929.1 

(265) 

fhuB WP_00004403101 

(660) 

WP_011977674.1 

(660) 

WP_00004403101 

(660) 

WP_000044117.1 

(660) 

WP_011977674.1 

(660) 

WP_00004403101 

(660) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_004178624.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_004147133.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011977674.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_011977674.1
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Рисунок 9 - Локусы детерминант синтеза и транспорта колибактина (А) и аэробактина (Б) секвенированных штаммов E. coli 

ICIS7 и K. pneumoniae ICIS-278 

 

А) 

Б) 
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Уровень железа может регулировать продукцию колибактина и сидерофоров 

посредством регуляции транскрипции clbA. Отдельно следует отметить, в числе 

данных генов входит ген clbA, кодирующий фосфопантетеинилтрансферазу 

(PPTase), которая непосредственно учувствует в синтезе колибактина, а также 

может способствовать производству сидерофора (хелатора железа) 

иерсиниабактина. Таким образом, реализуется комбинированная экспрессия 

вторичных метаболитов колибактина и иерсиниабактина [167]. 

В геномах референтных культур наряду с генами колибактина и аэробактина, 

были установлены гены синтеза и секреции энтеробактина у всех исследуемых 

штаммов (Таблица 9). Анализ геномов показал, что у всех исследуемых штаммов 

присутствуют гены синтеза и секреции энтеробактина. Биосинтез энтеробактина 

включает семь генов entC, entB, entA, entE, entF, entD и entH и зависит от 2,3-

дигидроксибензойной кислоты (DHB) и серина. Гены EntC, EntB и EntA участвуют 

в преобразовании данной кислоты, а гены entD, entB, entE и entF участвуют в ее 

окончательной сборке [87, 141]. Все штаммы кроме K. pneumoniae ICIS-278 имеют 

ген entD с одинаковой длиной белкового продукта– 206 аминокислотных остатков.  

У штамма K. pneumoniae ICIS-278 ген entD кодирует белок длиной 209 

аминокислотных остатка. Кроме того, штамм K. pneumoniae ICIS-278 имел 

различное количество аминокислотных остатков, кодируемых генами iroC, fepA и 

fepB относительно генов других исследуемых штаммов. У штаммов E. coli К-12, E. 

coli LEGM-18, E. coli М-17 обнаружены гены синтеза entB с одинаковыми 

полипептидами с длиной 285 аминокислотных остатков. Штамм E. coli М-17 имел 

ген entB, кодирующий синтез полипептида состоящего из 185 аминокислотных 

остатков, штамм K. pneumoniae ICIS-278 с длиной 283, K. pneumoniae MGH 78578 

с длиной 329 аминокислотных остатка.  

 У штамма K. pneumoniae MGH 78578 отсутствуют гены iroC, fepA и fepB - 

не влияющие на синтез конечного вещества. 
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Таблица 9 – Детерминанты биосинтеза и транспорта энтеробактина у изучаемых штаммов энтеробактерий 

 

 

Энтеробактин 

Детерми
-нанты 

 

E. coli К-12  

(clbBN- iucBC-) 

GCA_000005845.2 

E. coli М-17  

(clbBN+ iucBC-) 

 

GCA_016757455.1 

E. coli LEGM-18 

(clbBN- iucBC+) 

 

GCA_022214035.1 

E. coli ICIS7 

(clbBN+iucBC+) 

 

GCA_033548645.1 

K. pneumoniae 
MGH 78578 

(clbBN-iucBC) 

GCA_019711675.1 

K. pneumoniae ICIS-

278(clbBN+iucBC+) 

GCA_002114225.1 

iroC - - - WP_001111200.1(1219) - WP_011251260.1(1214) 

entD WP_001298903.1(206) WP_001298903.1(206) WP_001749708.1(206) WP_001375021.1(206) WP_012068421.1(209) WP_004183335.1(209) 

fepA WP_001034879.1(746) WP_001034879.1(746) WP_001034916.1(746) WP_001034892.1(746) - WP_012737617.1(742) 

entF WP_000077724.1(1293) WP_000077724.1(1293) WP_000077805.1(1293) WP_000077765.1(1293) WP_041937591.1(1293) WP_085707834.1(1293) 

fepC WP_000140647.1(271) WP_000140647.1(271) WP_000140647.1(271) WP_000140634.1(271) WP_002893737.1(264) WP_002893737.1(264) 

fepG WP_000640968.1(330) WP_000640968.1(330) WP_000640988.1(330) WP_000640937.1(330) WP_004147526.1 (330) WP_004147521.1(330) 

entS WP_001041789.1(416) WP_001041789.1(416) WP_001041786.1(416) WP_001041793.1(416) WP_004147525.1(413) WP_004147525.1(413) 

fepB WP_001234314.1(318) WP_001234314.1(318) WP_001234311.1(318) WP_001234312.1(318) - WP_012737621.1(319) 

entB WP_001007138.1(285) WP_001007142.1(185) WP_001007138.1(285) WP_001467910.1(285) WP_073954471.1 (329) WP_004210873.1(283) 

entC WP_001295313.1(391) WP_001295313.1(391) WP_000381303.1(391) WP_001298341.1(391) WP_004176916.1 (391) WP_004176916.1 (391) 

entA WP_000347664.1(248) WP_000347664.1(248) WP_000347651.1(248) WP_000347633.1(248) WP_000347657.1 (248) WP_000347657.1 (248) 

entE WP_000026805.1(536) WP_000026805.1(536) WP_000026812.1(536) WP_000026786.1(536) WP_000026837.1 (536) WP_000026837.1 (536) 

entH WP_000637953.1(137)  WP_000637953.1(137) WP_000637953.1(137) WP_000637953.1(137) WP_008805589.1(137) WP_008805589.1(137) 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_012068421.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_041937591.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_002893737.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_004147526.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_004147525.1
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Анализируя геномы было обнаружено, что у штаммов E.coli М-17, E.coli 

LEGM-18, E.coli М-17 и E.coli К-12 присутствуют гены  еntS, кодирующие белки с 

одинаковой длиной 416 аминокислотных остатков, у штаммов  K. pneumoniae MGH 

78578 и K.pneumoniae ICIS-278  с длиной 413 аминокислотных остатков. 

Иерсиниабактин представляет собой еще один бактериальный сидерофор, 

который характерен для Yersinia pestis и Yersinia enterocolitica. Однако, вероятно, 

из-за горизонтального переноса генов иерсиниабактин был обнаружен у штаммов 

энтеробактерий патогенных для человека Escherichia coli, Citrobacter spp., 

Klebsiella spp., Salmonella enterica и Enterobacter spp. [168]. 

Анализ генов иерсиниабактина, бактериального сидерофора с очень высокой 

константой стабильности для железа (4×1036), кодируемого геномным островом 

HPI, у изучаемых K. pneumoniae ICIS-278 и E. coli LEGM-18 показал, что у них 

отсутствуют необходимые для биосинтеза гены- irp3, irp4, irp5, но данные 

генетические детерминанты, а именно irp4 и  irp5  практически идентичны с ybtT и 

ybtE соответственно, то они взаимозаменяемы. Однако ген irp3 не имеет сходства 

ни с одним известным геном (Таблица 10). Таким образом, синтез иерсиниабактина 

у данных штаммов не происходит. Штамм E. coli ICIS7 имеет псевдоген irp1 и у 

него в геноме отсутствуют гены irp3 и ybtA – синтез иерсиниабактина невозможен. 

У всех штаммов гены кодировали белок с одинаковым количеством 

аминокислотных остатков. Штаммы K. pneumoniae MGH 78578 и E. coli K-12 не 

являются носителями ни одного из генов, кодирующих синтез иерсиниабактина.  
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Таблица 10 – Детерминанты биосинтеза и транспорта иерсиниабактина у изучаемых штаммов энтеробактерий 

 

 

 

Иерсиниабактин 
 

Детерми-
нанты 

 

E. coli  

K-12  

(clbBN- iucBC-) 

GCA_000005845.2 

E. coli  

М-17  

(clbBN+ iucBC-) 

GCA_016757455.1 

E. coli  

LEGM-18 

(clbBN- iucBC+) 

GCA_022214035.1 

E. coli  

ICIS7 

(clbBN+iucBC+) 

GCA_033548645.1 

K. pneumoniae 
MGH 78578 

(clbBN-iucBC-) 

GCA_019711675.1 

K. pneumoniae ICIS-

278(clbBN+iucBC+) 

GCA_002114225.1 

fyuA - WP_000784549.1(673) WP_000784549.1(673) WP_318745778.1(673) - WP_000784549.1(673) 

ybtE - WP_046952462.1(525) WP_046952462.1(525) WP_001088826.1(525) - WP_014907267.1(525) 

ybtT - WP_000194281.1(267) WP_000194281.1(267) WP_000194283.1(267) - WP_004175339.1(267) 

ybtU - WP_000982861.1(366) WP_000982861.1(366) WP_000982864.1(366) - WP_000982853.1(366) 

irp1 - WP_046952461.1(3163) WP_046952461.1(3163) pseudogene - WP_014907268.1(3163) 

irp2 - WP_046952460.1(2035) WP_046952460.1(2035) WP_000623028.1(2035) - WP_085707902.1(2035) 

irp3 - - - - - - 

ybtA - WP_000140405.1(319) WP_000140405.1(319) - - WP_000140406.1(319) 

ybtP - WP_001327954.1(570) WP_001327954.1(570) WP_001327262.1(570) - WP_014907270.1(570) 

ybtQ - WP_001304269.1(600) WP_001304269.1(600) WP_001295637.1(600) - WP_014907271.1(600) 

ybtX - WP_001286281.1(426) WP_001286281.1(426) WP_001286281.1(426) - WP_014907272.1(426) 

ybtS - WP_000703040.1(434) WP_000703040.1(434) WP_000703047.1(434) - WP_014907273.1(434) 
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Анализ данных полногеномного секвенирования позволил установить, что 

исследуемые штаммы E. coli и K. pneumoniae, кроме генов, кодирующих 

железосвязывающие соединения, также имеют гены ингибиторов лизоцима. Все 

исследуемые штаммы энтеробактерий имеют в геноме ivyС – переплазматический 

ингибитор лизоцима, а также мембранносвязанный ингибитор лизоцима – mliC. 

Анализ геномов референтных культур позволил обнаружить у штаммов K. 

pneumoniae ICIS-278 4 гена ингибиторов лизоцима (ivyC, mliC, pliC и lprI). Штамм 

без генов, кодирующих колибактин и аэробактин, имеет только 2 гена (ivy и mliC). 

Штаммы K. pneumoniae ICIS-278 и K. pneumoniae MGH 78578 имеют различные 

последовательности генов, кодирующих полипептиды разной длины. Штамм 

Klebsiella pneumoniae MGH 78578 кодирует полипептид длиннее на 27 

аминокислотных остатка, по сравнению с полипептидом K. pneumoniae ICIS-278. 

Носители гена mliC имеют идентичную последовательность WP_002907744.1, 

кодирующую полипептид длиной 107 аминокислотных остатка. Кроме того, у 

штамма K. pneumoniae ICIS-278 выявлено еще два ингибитора лизоцима – pliC и 

lprI. Ген LprI обуславливает лизоцимсвязывающую способность бактерий  [102, 

110]. 

Помимо этого, изучены гены ингибиторов лизоцима у секвенированных 

штаммов E. coli. Штаммы E. coli M-17, E. coli LEGM-18 и E. coli ICIS7 имеют гены 

переплазматического ингибитора лизоцима ivyC c одинаковыми 

последовательностями и кодирующие полипептиды идентичные со штаммами K. 

pneumoniae. Штамм E. coli М-17 (положительный на гены колибактина clbBN и 

отрицательный на аэробактин iucBN по ПЦР), а также штамм E. coli ICIS7 

(положительный на clbBN и iucBN  по ПЦР) являются носителями гена еspС с 

последовательностью WP_001034100.1 и кодирующие полипептиды с длиной 1300 

аминокислотных остатка. Таким образом, штаммы с генетическими 

детерминантами clbBN являются носителями нескольких генов ингибитора 

лизоцима (pliC, ivyC, lprI, espС). 

Следует отметить, что все изученные штаммы K. pneumoniae и E. coli, 

независимо от наличия колибактина и аэробактина, имеют 2 гена ответственных за 

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925820342812?via%3Dihub
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0021925820342812?via%3Dihub
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биопленкообразование (fabZ и LpxC), а также ген Wzy, связанный с капсульными 

типами К2.  Гены адгезии p-фимбрии (pap) имеют все штаммы, кроме E. coli K-12. 

Штаммы с колибактином и аэробактином (E. coli ICIS7 и K. pneumoniae ICIS-278) 

имеют гены гемолизина (hlyA). Штамм E. coli ICIS7 (clbBN+, iucBC+) в геноме 

имеет детерминанты, кодирующие S-фимбрии (sfaD). Наибольшее количество 

генов резистентности к антибиотикам было обнаружено у штаммов с аэробактином 

(E. coli LEGM-18) и с его комбинацией с колибактином (E. coli ICIS7), по 

сравнению с другими изучаемыми E. coli. Во всех изучаемых геномах обнаружены 

гены резистентности к хинолонам (parC) и к сульфаниламидам (folP). В геномах 

штаммов E. coli присутствуют гены устойчивости к цефалоспоринам: цефалотину, 

цефазолину, цефокситину, большинству пенициллинов (ampC). Резистентность к 

колистину (KexD), хлорамфениколу (cmlA), гликопептидам (vanB), макролидам 

(erm) и к тетрациклинам (Tet) обнаружена только у штамма K. pneumoniae MGH 

78578 (Таблица 11).  

Таким образом, использование метода секвенирования позволило в геномах 

штаммов, давших положительный результат в реакции ПЦР на гены (clbBN+, 

iucBС+), установить наличие генов необходимых для синтеза, транспорта и 

регуляции колибактина и аэробактина, а также установить наличие генов 

ингибиторов лизоцима, факторов патогенности и резистентности к 

антимикробным препаратам. 
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Таблица 11 – Детерминанты ингибитора лизоцима и маркеров патогенности и резистентности у штаммов энтеробактерий 

положительных и отрицательных по генам clbBN и iucBC 

 

Детерминанты E. coli K-12 

(clbBN- iucBC-) 

 

GCA_000005845.2 

E. coli М-17  

(clbBN+ iucBC-) 

 

GCA_016757455.1 

E. coli LEGM-18 

(clbBN- iucBC+) 

 

GCA_022214035.1 

E. coli ICIS7 

(clbBN+iucBC+) 

GCA_033548645.1 

K. pneumoniae MGH 78578 

(clbBN-iucBC-) 

GCA_019711675.1 

K.  pneumoniae 

ICIS-278 

(clbBN+iucBC+) 

GCA_002114225.1 

Ингибиторы лизоцима 

ivyC (ингибитор лизоцима 
позвоночных с-типа) 

WP_001308392.1(148) Wp_001308392.1 (148) Wp_001308392.1 (148) WP_001308392.1(148) Wp_001308392.1(148) Wp_001308392.1(148) 

mliC (мембраносвязанный 
ингибитор лизоцима с-типа) 

WP_000061974.1(109) Wp_000178045.1 (109) Wp_000178045.1 (109) WP_000061974.1(109) WP_002907744.1(107) WP_002907744.1(107)  

pliC (переплазматический 
ингибитор лизоцима с-типа) 

- - - - - WP_004213915.1 (105) 

lprI (ингибитор лизоцима) - - - - - WP_002898886.1(131) 

espС (ингибитор лизоцима) - Wp_001034100.1 (1300) - Wp_001034100.1 (1300) - - 

Маркеры патогенности и резистентности 

sfaD (S-фимбрии) - - - WP_000703303.1 (179) WP_001142370.1 (1024) - 

hlyA (гемолизин) - - - WP_001142370.1(1024) - WP_001142370.1(1024) 

sinH (инвазиноподобный 
белок) 

- - - WP_001467882.1 (725) - - 

cnf1 (цитотокс. некр..факт.) - - - WP_000528124.1 (1014) - - 

fimA (фимбрии I-типа) WP_000776555.1(180) WP_001296074.1 (187) WP_000776555.1 (180) WP_000768280.1 (187) WP_002916190.1 (182) WP_002916190.1 (182) 

focG (адгезия) - - - WP_000767894.1 (167) - - 
csgA (адгезия) WP_000771437.1 (151) WP_000771429.1 (152) WP_000771437.1 (151) WP_000771435.1 (151) - - 
ompT(противодействия 
иммунитету макроорг.) 

WP_001201837.1 (317) WP_001201836.1 (317) - WP_001201837.1 (317) - - 

fyuA(иерсиниабактин) - WP_000784549.1 (673) WP_000784549.1 (673) WP_318745778.1 (673) WP_002912965.1 (237) WP_000784549.1 (673) 

pap (p- фимбрии) - WP_001774069.1 (183) WP_0879001103.1(186) WP_318746126.1 (250) WP_002895659.1 (223) WP_002912965.1 (237) 

pmrA (полимиксим) - - WP_000940595.1 (85) WP_002895659.1 (223) WP_004181324.1 (752) WP_002895659.1 (223) 

parC (хинолоны) WP_014906918.1(752) WP_001281888.1 (752) WP_001281881.1 (752) WP_001281890.1 (752) - WP_014906918.1 (752) 

sat2 (стрептомицин) - - WP_000704156.1 (194) - - - 

folP (сульфаниламид) WP_000764731.1(282) WP_000764750.1 (282) WP_000764731.1 (282) WP_000764750.1 (282) - WP_002918371.1 (282) 

ampC (ампициллин) WP_001298522.1(377) WP_001298522.1 (377) WP_001298522.1 (377) WP_001298522.1 (377) - - 
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Визуализация секвенированных геномов исследуемых штаммов 

выполненная с помощью программы Proksee также показала, что клинические 

изоляты K. pneumoniae ICIS-278 и K. pneumoniae ICIS-277 имеют локус 

кодирующий колибактин и иерсиниабактин. Кроме того, присутствуют гены 

энтеробактина. Штамм K. pneumoniae ICIS-277 и K. pneumoniae ICIS-278 имеют 

CAS-TypeIE Cluser (Рисунок 10). Анализ двух геномов штаммов E. coli LEGM-18 и 

E. coli M-17 подтвердил отличие культур по геномному острову pks. Кроме того, 

штамм E. coli M-17 имеет гены, ответственные за биосинтез иерсиниабактина, 

энтеробактина, а также CAS-TypeIF Cluster. Штамм E. coli LEGM-18 имеет 

несколько CAS кластеров: CAS3-TypeI, а также CAS-TypeIF Cluster. У 

секвенированного штамма E. coli ICIS7, положительного по ПЦР на генетические 

детерминанты, кодирующие синтез колибактина и аэробактина, визуализация, 

выполненная с помощью Proksee, позволяет выявить локус с колибактином и 

иерсиниабактином. Кроме того, у исследуемого штамма присутствуют гены 

энтеробактина (Рисунок 11).  

Далее был произведен анализ геномов на наличие генов 

антибиотикорезистентности. У секвенированного штамма E. coli ICIS3, имеющего 

в геноме генетические детерминанты колибактина и аэробактина обнаружены гены 

CTX-M-15- бета-лактамазы класса А. В настоящее время отмечается быстрое 

увеличение БЛРС СТХ-М типа у штаммов. Наиболее часто у культур из всех 

регионов России выявлены β-лактамазы, относящиеся к группе CTX-M-1-

родственных ферментов (CTX-M-3 и CTX-M-15) [31, 33, 55].  

Кроме того, анализ генома позволяет установить наличие у штамма E. coli 

198-2 генов устойчивости к фосфомицину, фторхинолонам, тетрациклину и 

ципрофлоксацину (Рисунок 12). Обнаружен оперон, который объединяет 3 гена и 

формируют эффлюкс систему: mdtA, mdtB, mdtC, кодирующие множественную 

устойчивость к антимикробным препаратам [112, 115].
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Рисунок 10 – Визуализация полного генома штаммов K. pneumoniae 

Примечание: А) K. pneumoniae ICIS-277, Б) K. pneumoniae ICIS-278 

 

  

А) Б)

) 
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Рисунок 11 – Визуализация полного генома штаммов E. coli  

Примечание: А) E. coli LEGM-18, Б) E. coli ICIS7 

А) 
Б)

) 
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Таким образом, анализ результатов секвенирования геномов модельных 

штаммов по исследуемым детерминантам, подтвердил, что использование 

разработанных праймеров позволяет детектировать штаммы c генетическими 

детерминантами, кодирующих биосинтез колибактина и аэробактина, а также в 

геномах штаммов выявлены гены ингибиторов лизоцима, факторов патогенности и 

резистентности к антимикробным препаратам.  

 

Рисунок 12 – Визуализация полного генома штамма E.  coli ICIS3, 

выполненная с помощью программного обеспечения Proksee 

Примечание: Различные гены антибиотикорезистентности, которые помечены в 

зависимости от местоположения локуса изображены на внешнем круге. Первые два 

крайних круга иллюстрируют прямые и обратные кодирующие 

последовательности (CDS) с гипотетическими генами, обозначенными как локус. 

CDS был дополнен тРНК (зеленый), рРНК (желтый) и тмРНК(голубой). Черный 

круг представлял GC содержание, тогда как зеленые и темно-фиолетовые круги 

обозначают перекос GC. В пятом внутреннем круге показан размер генома. 
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3.4 Характеристика способности к продукции железосвязывающих 

соединений штаммов энтеробактерий с генами clbBN и iucBC  

 

Все исследуемые штаммы прошли качественный и количественный скрининг 

на продукцию хелаторов железа. Анализ был проведен с использованием метода, 

который позволяет выявлять железосвязывающие соединения независимо от вида 

продуцируемого хелатора железа на чашках с агаром, в котором используется 

хромазурол S (CAS). Данный метод основан на извлечении железа из комплекса Fe-

CAS-гексадецилтриметиламмонийбромид (HDTMA) хелаторами железа с 

последующим высвобождением красителя CAS, приводящее к изменению цвета с 

синего на оранжевый (Рисунок 13). 

 

Рисунок 13 – Качественный анализ на продукцию хелатирующих соединений с 

использованием CAS-агара  

 

Уровень продукции хелатирующих соединений регистрировали  измерением 

диаметра оранжевого ореола вокруг роста исследуемой бактериальной культуры. 
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Анализ энтеробактерий на способность секретировать хелаторы железа в условиях 

дефицита железа с использованием CAS агара позволил выявить наличие 

способности к продукции хелатирующих соединений у 78,0±3,4% культур E. coli, 

с генетическими детерминантами clbBN и iucBС и у 9,09±0,5% штаммов E. coli не 

имеющих генов, кодирующих синтез колибактина и аэробактина (Рисунок 14 А, Б).  

 

Рисунок 14 – Частота встречаемости штаммов с хелатирующей активностью 

(%) Е. coli (А) и K. pneunomiae (Б) с генетическими детерминантами clbBN и iucBC 

чашечным методом с использованием CAS-агара 

Примечание: * -p˂0,05 в сравнении с показателями у штаммов E. coli и K. 

pneumoniae без генетических детерминант clbBN и iucBC 

Способность синтезировать хелаторы железа регистрировалось у всех 

штаммов K. pneumoniae с генетическими детерминантами clbBN и iucBС и у 
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23,0±1,5% штаммов без исследуемых генов. Выявление фенотипической 

активности секреции железосвязывающих соединений у штаммов, отрицательных 

по генам clbBN и iucBС может быть связано с продукцией других сидерофоров 

энтеробактерий, таких как энтеробактин и иерсиниабактин.   

Анализ измерений диаметра желтых ареолов вокруг исследуемых штаммов, 

выявил следующие закономерности: у штаммов с генетическими детерминантами 

колибактина или аэробактина диаметр составлял 11,0 - 20,0 мм, а при сочетании 

обоих этих генов диаметр достигал 21,0±3,0 мм. (p<0,05). 

Количественное определение способности кишечных штаммов 

секретировать хелаторы с использованием жидкой CAS среды позволило 

подтвердить результаты качественного метода.  Низкие значения концентрации 

хелаторов железа в среде зарегистрированы у штаммов отрицательных по методу 

ПЦР на генетические детерминанты колибактина и аэробактина (ниже 20 единиц 

продукции сидерофоров). Напротив, наибольшие значения хелатирующей 

активности были выявлены у штаммов E. coli и K. pneumoniae, носителей обоих 

генов (более 41 единиц продукции сидерофоров) (p<0,05). Штаммы K. pneumoniae 

с генами колибактина и аэробактина (85,4%±11,6) случаев имели высокое значение 

единиц продукции сидерофоров (Рисунок 15). 

Таким образом, проведенная работа позволила установить способность 

штаммов E. coli и K. pneumoniae секретировать хелаторы железа (чашечный метод 

с использованием CAS-агара и фотометрический метод) встречалась среди культур 

в 75,0-83,0% случаев, что соответствует с наличием генетических детерминант 

(clbBN, iucBC), выявленных с помощью оригинальных праймеров. Было 

обнаружено, что штаммы с генетическими детерминантами колибактина и 

аэробактина являлись наиболее активными продуцентами железосвязывающих 

соединений. 
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Рисунок 15 – Частота встречаемости штаммов с хелатирующей активностью 

(%) Е. coli (А) и K. pneunomiae (Б) с генетическими детерминантами clbBN и iucBC 

количественным методом CAS 

Примечание: * -p˂0,05 в сравнении с показателями у штаммов E. coli и K. 

pneumoniae без генетических детерминант clbBN и iucBC 
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*** 

Разработка оригинальных праймеров для определения генетических 

детерминант колибактина и аэробактина (clbBN и iucBC) позволила установить 

высокую частоту их встречаемости (40,0-82,0%) в популяции кишечных 

энтеробактерий, а также определить региональные особенности распределения 

генов среди штаммов E. coli и K. pneumoniae. Среди культур E. coli и K. pneumoniae, 

выделенных из кишечника жителей Оренбургской области преобладали штаммы с 

генами clbBN, в Тюменской области – с генами iucBC. В 59,2 - 70,9% случаев 

культуры E. coli с генами clbBN и iucBC в обоих областях относились к 

патотипической филогенетической группе (В2 и D). Анализ результатов 

секвенирования геномов модельных культур по исследуемым детерминантам 

подтвердил, что использование оригинальных праймеров позволяет выявлять 

штаммы носителей генов биосинтеза и транспорта колибактина и аэробактина, а 

также в геномах культур выявлены гены ингибиторов лизоцима, факторов 

патогенности и резистентности к антимикробным препаратам. Способность 

штаммов E. coli и K. pneumoniae секретировать железосвязывающие соединения 

(чашечный методом с применением CAS-агара и фотометрический метод) 

встречалась среди культур в 75,0-83,0% случаев, что соотносится с наличием 

генетических детерминант (clbBN, iucBC), выявленных с помощью оригинальных 

праймеров. Было обнаружено, что штаммы носители генетических детерминант 

колибактина и аэробактина являлись наиболее активными продуцентами хелаторов 

железа. 

 

Результаты, изложенные в данной главе, опубликованы в следующих работах: 

1. Здвижкова, И.А. Скрининг генетических детерминант патогенного 

потенциала энтеробактерий / И. А. Здвижкова, С. В. Андрющенко. – Текст : 

непосредственный // Вестник Оренбургского государственного университета. – 

2017. - № 9. – С. 57 – 61.  

2. Cтруктура распределения генетических детерминант хелаторов железа 

среди кишечных штаммов энтеробактерий, изолированных от жителей 

https://cyberleninka.ru/journal/n/vestnik-orenburgskogo-gosudarstvennogo-universiteta
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4. Здвижкова, И.А. Анализ генетических детерминант патогенности и 

персистенции штаммов Escherichia coli М-17 и LEGM-18 по результатам 

полногеномного секвенирования /   И.А. Здвижкова,   Е.В.  Иванова /   XXVIII 

Кашкинские чтения: сборник тезисов, Санкт-Петербург, 5-6 июня 2025 // 
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ГЛАВА 4. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАТОГЕННОГО ПОТЕНЦИАЛА 

ШТАММОВ E. COLI и K. PNEUMONIAE С ГЕНАМИ CLBBN и IUCBC 

4.1 Факторы патогенности и антибиотикочувствительность штаммов 

энтеробактерий, носителей детерминант clbBN и iucBC 

 

 

На следующем этапе исследований у штаммов E. сoli (n= 86) и K. pneumoniae 

(n=38) с различной комбинацией генетических детерминант clbBN и iucBC были 

изучены факторы патогенности (гемолитическая и протеолитическая активность) 

и антибиотикочувствительность. Анализ частоты встречаемости гемолитической 

активности позволил установить, что все штаммы, обладающие гемолитической 

активностью, являлись носителями генетических детерминант clbBN и его 

комбинации с iucBC. У культур с генами аэробактина штаммы с гемолизином 

встречались в половине случаев. Протеолитическая активность была обнаружена у 

всех исследуемых штаммов. Более высокий уровень активности определялся у 

штаммов E. coli с комбинацией генетических детерминант clbBN и iucBC (2,1±0,7 

мг/мин*мл), (р<0,05). Штаммы E. coli без генетических детерминант проявляли 

протеолитическую активность в меньшей степени (1,2±0,2 мг/мин*мл). Анализ 

данной активности у штаммов с различными комбинациями хелаторов железа 

позволил выявить средние значения протеолитической активности в диапазоне от 

1,68±0,3 до 1,76±0,2 мг/мин*мл.  Анализ протеолитической активности штаммов 

K. pneumoniae не выявил существенных различий между штаммами с генами 

колибактина и аэробактина и штаммами без данных хелаторов железа. Средние 

значения активности были в диапазоне от 1,8±0,4 до 1,9±0,3 мг/мин*мл (Рисунок 

16). 
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Рисунок 16 – Выраженность протеолитической активности у штаммов А) Е. 

coli и (Б) K. pneumoniae с генетическими детерминантами clbBN и iucBC  

Примечание: * - p˂0,05 в сравнении с показателями у штаммов E. coli и K. 

pneumoniae без генетических детерминант clbBN и iucBC 

 

Таким образом, выявленные особенности патогенных характеристик 

штаммов энтеробактерий свидетельствуют о наличии патогенного потенциала у 

штаммов, обладающих детерминантами колибактина (clbBN+) или комбинацией 

колибактина с аэробактином (clbBN+ iucBC+).  

На следующем этапе работы была изучена чувствительность кишечных 

изолятов E. сoli и K. pneumoniae к антибиотикам, которая определялась с 

использованием тест-системы Сенсилатест Г-(I). Высокий процент копроштаммов 
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E. coli, носителей детерминант колибактина (clbBN+) являлся устойчивым к 

ампициллину и цефазолину (65,0±4,8%) и к тетрациклину (52,0±5,2%) (р<0,05). Не 

более 17,0±3,1% культур были резистентны к хлорамфениколу и 34,7±3,6% 

культур - к триметоприм-сульфаметоксазолу. Более половины копроштаммов с 

генами iucBС+ (54,5±4,1%) были устойчивы к ампициллину и около трети культур 

(27,3±2,2%) - к хлорамфениколу, тетрациклину, ципрофлоксацину и триметоприм-

сульфаметоксазолу (Таблица 12). 

  

Таблица 12 – Доля штаммов устойчивых к антибактериальным препаратам среди 

анализируемых групп E. coli  

 Антибактериальные препараты 
E. coli 

clbBN+ iucBC+ 

E. coli 

clbBN- iucBC- 

R S I R S I 

Ампициллин 37,5 62,5 0 16,0 84,0 0 

Ампициллин/сульбактам 25,0 75,0 0 16,0 84,0 0 

Цефазолин 37,5 50,0 12,5 16,0 16,0 66,0 

Цефуроксим 12,5 87,5 0 0 100 0 

Азтреонам 0 100 0 0 100 0 

Гентамицин 0 100 0 0 100 0 

Амикацин 0 100 0 0 100 0 

Колистин 0 100 0 0 100 0 

Триметоприм/сульфаметоксазол 12,5 87,5 0 16,0 84,0 0 

Ципрофлоксацин 12,5 87,5 0 16,0 84,0 0 

Хлорамфеникол 37,5 62,5 0 0 100 0 

Тетрациклин 12,5 87,5 0 0 100 0 

Примечание: clbBN - генетические детерминанты, кодирующие синтез 

колибактина, iucBC - генетические детерминанты, кодирующие синтез аэробактина 

 

Культуры, положительные по двум генам clbBN+, iucBС+, были устойчивы 

к 8 из 12 наименований антибактериальных препаратов (р<0,05). Однако 

резистентные штаммы в популяции E. сoli (clbBN+, iucBС+) встречались в 12,5% - 

36,4% случаев. Так, 12,5±4,5% штаммов были устойчивы к цефуроксиму, 

тетрациклину, ципрофлоксацину   и триметоприм-сульфаметоксазолу. Штаммы 

резистентные к ампициллину, цефазолину и хлорамфениколу составляли 
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37,5±4,1% популяции E. coli. У культур, без генетических детерминант 

колибактина и аэробактина только у 16,0±3,1% штаммов отмечалась устойчивость 

к ампициллину/сульбактаму, ампициллину, ципрофлоксацину цефазолину и 

триметоприм/сульфаметоксазолу. Все копроштаммы, независимо от наличия 

генетических детерминант или их сочетаний, были чувствительны к амикацину, 

азтреонаму, колистину и гентамицину. 

Таким образом, среди копроштаммов E. сoli, носителей одной из 

генетической детерминант (clbBN или iucBC), выявлена резистентность к менее 

половины изученных препаратов (к 5 антибиотикам), а доля резистентных 

штаммов составляла 17,0-65,0% популяции. 

У штаммов E. coli с комбинацией генетических детерминант clbBN и iucBС 

резистентность регистрировалась к восьми антибактериальным препаратам при 

этом доля антибиотикочувствительных штаммов в популяции была равна 12,5% - 

37,5% 

В результате исследования антибиотикорезистентности уроштаммов E. сoli, 

носителей детерминант аэробактина, установлено, что данные культуры чаще 

проявляли антибиотикоустойчивость среди исследуемых штаммов энтеробактерий 

(к 11 из 12 антимикробных препаратов) (р<0,05). Высокий процент резистентных 

штаммов (52,4 - 76,2%) (р<0,05) установлен к ампициллину, гентамицину, 

азтреонаму, цефазолину, цефуроксиму, тетрациклину ципрофлоксацину. Около 

четверти штаммов были не чувствительны к триметоприм-сульфаметоксазолу, 

колистину, а также к хлорамфениколу. Показано, что колистин считается 

подходящим для лечения опасных для жизни инфекций, вызываемых карбапенем-

устойчивыми энтеробактериями (E. coli, K. pneumoniae и т.д.) и является 

препаратом резерва [61, 62]. Уроштаммы, не имеющие в ДНК детерминант 

аэробактина, были устойчивы в 50,0±2,3% случаев к гентамицину, тетрациклину и 

ципрофлоксацину, в 60,0±3,8 % - к ампициллину и в 76,0±5,1% - к цефазолину 

(Рисунок 17). 
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Рисунок 17 – Антибиотикорезистентность уроштаммов E. coli к разным 

фармакологическим группам антибиотиков 

Примечание: clbBN - генетические детерминанты, кодирующие синтез 

колибактина, iucBC - генетические детерминанты, кодирующие синтез аэробактина 

 

Проанализирована устойчивость к β-лактамазам расширенного спектра 

(БЛРС) у всех исследуемых изолятов E. coli методом двойных дисков. Вывод о 

продукции БЛРС заключали в случае расширения зоны подавления роста между 

одними или несколькими дисками с цефалоспоринами III поколения и диском, 

содержащим клавулановую кислоту (Рисунок 18). Продукцией БЛРС обладал 

штамм E. coli 198-2, положительный на гены clbBN и  iucBC, который был ранее 

секвенирован в центре коллективного пользования ИКВС УрО РАН. Гены БЛРС у 

данного штаммы ранее обнаружены при помощи визуализации полного генома, 

выполненной с помощью Proksee (Рисунок 11).  



96 
 

 

 

 

Рисунок 18 – Выявление β-лактамаз расширенного спектра действия у 

исследуемых штаммов E. coli методом «двойных дисков» 

Примечание: А – положительный результат, Б – отрицательный результат 

 
Устойчивость к антибактериальным препаратам у штаммов K. pneumoniae 

также регистрировалась с помощью тест-системы Сенсилатест Г- (I). Среди 

копроштаммов K. pneumoniae, носителей генов clbBN и iucBC, высокий процент 

устойчивых штаммов отмечен к ампициллину (87,5±6,4%) и к цефазолину 

(50,0±8,3%), (р˂0,05). Промежуточная чувствительность обнаружена к азтреонаму 

и ампициллину/сульбактаму (25,0±4,5%), а также к таким антибиотикам, как 

колистин, ципрофлоксацин и цефуроксим (12,5±3,2%).  

Следует отметить, что в отличие от культур E. coli у штаммов K. pneumoniae, 

отрицательных по двум детерминантам (clbBN-, iucBC-), резистентность 

отмечалась к большему количеству антибиотиков. Чаще всего у данных штаммов 

встречалась резистентность к цефазолину (80,0±4,2%), к ампициллину в два раза 

реже - 40,0±5,1%, а также по 20,0±3,6% к ампициллину/сульбактаму, цефуроксиму 

и азтреонаму. Промежуточная резистентность встречалась в 20,0±4,1% штаммов к 

ампициллину/сульбактаму, ампициллину, цефуроксиму цефазолину и 

ципрофлоксацину (Таблица 13). 

https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/aac.45.4.1109-1114.2001
https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/aac.45.4.1109-1114.2001
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Таблица 13 – Доля штаммов устойчивых к антибактериальным препаратам 

среди анализируемых групп K. pneumoniae  

Антибактериальные препараты 

K. pneumoniae clbBN+ 

iucBC+ 

K. pneumoniae  

clbBN-iucBC- 

R S I R S I 

Ампициллин 87,5 12,5 0,0 40,0 40,0 20,0 

Ампициллин/сульбактам 0,0 75,0 25,0 20,0 60,0 20,0 

Цефазолин 50,0 0,0 50,0 80,0 0,0 20,0 

Цефуроксим 0,0 87,5 12,5 20,0 60,0 20,0 

Азтреонам 0,0 75,0 25,0 20,0 80,0 0,0 

Гентамицин 0,0 100 0,0 0,0 100 0,0 

Амикацин 0,0 100 0,0 0,0 100 0,0 

Колистин 0,0 87,5 12,5 0,0 100 0,0 

Триметоприм/Сульфаметоксазол 0,0 100 0,0 0,0 100 0,0 

Ципрофлоксацин 0,0 87,5 12,5 0,0 80,0 20,0 

Хлорамфеникол 0,0 100 0,0 0,0 100 0,0 

Тетрациклин 0,0 100 0,0 0,0 100 0,0 

Примечание: clbBN - генетические детерминанты, кодирующие синтез 

колибактина, iucBC - генетические детерминанты, кодирующие синтез аэробактина; 

R – Резистентные I– Промежуточные S– Чувствительные 

4.2 Факторы персистенции штаммов энтеробактерий с генетическими 

детерминантами хелаторов железа 

На следующем этапе исследований у штаммов E. сoli (n= 86) и K. pneumoniae 

(n=38) с различной комбинацией генетических детерминант clbBN и iucBC были 

изучены персистентные свойства (АЛА, АКрА, АИгА, АПА) и способность к 

биопленкообразованию.  

Культуры E. coli и K. pneumoniae без исследуемых детерминант (колибактина 

и аэробактина) являлись группой сравнения по исследуемым свойствам, 

относительно штаммов с колибактином и аэробактином. 

Установлено, что среди исследуемых штаммов, независимо от наличия у них 

генов clbBN и iucBC, преобладающее большинство культур образовывали 
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биопленки в 96,0±3,5% - 97,0±7,5% случаев, проявляли антипептидную активность 

в отношении TNFα в 73,0±5,3% - 76,0±6,6% случаев и антилизоцимную в 87,0±6,4% 

- 98,0±10,9% случаев активность.   Штаммы E. сoli и K. pneumoniae, с 

генетическими детерминантами clbBN и iucBC в сравнении с исследуемыми 

культурами без данных генов, чаще проявляли АКрА 97,0±8,5% и 78,0±6,2% 

соответственно, АИгА в отношении IgG 51,0±7,6% и 4,0±1,7% соответственно и 

АПА в отношении IL-10 88,0±5,3% и 41,0±4,7% соответственно, (p<0,05).  

Анализ исследуемых свойств штаммов энтеробактерий представлен в 

таблице 14.  

Уровень биопленкообразования у штаммов E. coli и K. pneumoniae, с 

генетическими детерминантами колибактина и аэробактина, был выше (0,30±0,02 

и 0,78±0,02% соответственно), чем у культур без исследуемых детерминант 

(0,12±0,01% и 0,59±0,01% соответственно) (p<0,05). Уровень АЛА был выше у 

штаммов E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами (1,94±0,03% и 

1,64±0,04% соответственно), по сравнению со штаммами без детерминант 

(1,0±0,02% и 1,375±0,02% соответственно) (p<0,05). 

Проведенный анализ антилизоцимной активности чашечным методом 

позволил установить, что штаммы без генов clbBN и iucBC инактивировали 

лизоцим в концентрации от 1,0 до 2,0 мкг/мл, напротив, штаммы с генетическими 

детерминантами clbBN и iucBC разрушали данный белок при его концентрации в 

среде от 2,0 до 5,0 мкг/мл. 

Дальнейшее изучение выраженности персистентных свойств 

микроорганизмов показало достоверно более высокие значения АПА в отношении 

TNFα у штаммов E. coli c генетическими детерминантами колибактина и 

аэробактина (80,0±0,03%), по сравнению со штаммами E. coli без изучаемых 

детерминанат (10,0±0,01%) (p<0,05).  
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Примечание:* - p<0,05 в сравнении с группой штаммов E. coli (clbBN- iucBC-), ** - p<0,05 в сравнении с группой штаммов 

K. pneumoniae (clbBN- iucBC-) 

Штаммы 

 

 

 

Персистентные 

свойства  

E. coli 

clbBN- iucBC- 

(n=50) 

E. coli 

clbBN+iucBC+ 

(n=36) 

K. pneumoniae 

clbBN- iucBC- 

(n=26) 

K. pneumoniae 

clbBN+ iucBC+ 

(n=12) 

М±m М±m М±m М±m 

БПО, ед. ОП630 0,12±0,01 0,30±0,02* 0,59±0,01 0,78±0,02** 

АЛА, мкг/мл*ОП450 1,0±0,02 1,94±0,03* 1,375±0,02 1,65±0,04** 

АПА TNFα, ед. 10,0±0,01 80,0±0,03* 47,5±0,01 57,0±0,01** 

АПА IL-10, ед. 20,0±0,02 30,0±0,04* 25,8±0,02 30,6±0,03 

 

АИгА, ед. 

 

Ig A 12,0±0,03 31,5±0,04* 31,4±0,03 26,5±0,03 

Ig M 6,80±0,03 18,6±0,04* 16,2±0,03 25,1±0,04** 

Ig G 2,06±0,04 19,3±0,03* 13,2±0,04 48,3±0,03** 

АКрА, мг/мл 0,97±0,01 2,1±0,03* 1,7±0,01 2,2±0,04** 

Таблица 14 - Персистентный профиль штаммов E. coli и K. pneumoniae положительных и отрицательных по         

генетическим детерминантам clbBN и iucBC 
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У штаммов K. pneumoniae с колибактином и аэробактином уровень АПА в 

отношении TNFα был не значительно выше (57,0±0,01%), чем у штаммов без 

детерминант (47,5±0,01%).  Следует обратить внимание на то, что у штаммов E. 

coli с генами колибактина и аэробактина в отношении АПА TNFα отличия были 

наиболее значимыми (p<0,05).   

Более высокие значение АПА в отношении IL-10 регистрировались у 

штаммов E. coli и K. pneumoniae с генами колибактина и аэробактина (30,0±0,04% 

и 30,6±0,03% соответственно), по сравнению со штаммами E. coli и K. pneumoniae 

контрольной группы (20,0±0,02% и 25,8±0,02% соответственно), (p<0,05).   

Штаммы E. сoli и K. pneumoniae, с генетическими детерминантами clbBN и 

iucBC обладали более выраженной АИгА в отношении IgG (19,3±0,03% и 

48,3±0,03% соответственно) в сравнении с исследуемыми культурами без данных 

генов, (2,06±0,04% и 13,2±0,04% соответственно), та же тенденция сохраняется у 

АИгА в отношении IgM, признак выше  у штаммов E. сoli и K. pneumoniae с 

исследуемыми детерминантами (18,6±0,04% и 25,1±0,04% соответственно), чем у 

штаммов E. сoli и K. pneumoniae без детерминант (6,80±0,03% и 16,2±0,03% 

соответственно) (p<0,05).   

Значение АИгА в отношении IgA у штаммов E. coli c генами колибактина и 

аэробактина выше (31,5±0,04%), чем у штаммов E. coli контрольной группы 

(12,0±0,03%), напротив, у штаммов K. pneumoniae уровень 

антииммуноглобулиновой активности относительно IgA выше у штаммов без 

генов clbBN и iucBC (31,4±0,03%), относительно штаммов с генами колибактина и 

аэробактина (26,5±0,03%), (p<0,05).   

Анализ уровня выраженности антикарнозиновой активности позволил 

установить существенные различия проявляемого признака между штаммами с 

генетическими детерминантами хелаторов и без них. Значение признака АКрА 

было выше у штаммов E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами 

кодирующих колибактин и аэробактин (2,1±0,03% и 2,2±0,04% соответственно), по 

сравнению со штаммами E. coli и K. pneumoniae без исследуемых генетических 

детерминант (0,97±0,01% и 1,7±0,01%) (p<0,05).   
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Таким образом, анализ выраженности персистентных свойств и 

биопленкообразования исследуемых штаммов E. сoli и K. pneumoniae позволил 

определить достоверно более высокие значения уровней БПО, АПА в отношении 

TNFα, АЛА,  АКрА, а также АИгА в отношении IgG и IgМ,  у штаммов 

энтеробактерий с генами кодирующих колибактин (clbBN)    и аэробактин (iucBC) 

в сравнении со штаммами без изучаемых детерминант (p<0,05). Так, у исследуемых 

штаммов энтеробактерий с генами clbBN и iucBC уровни АЛА и БПО   в 2 раза, 

уровни АИгА в отношении IgМ/IgG и АКрА в 2-3 раза,  значения АПА в отношении 

TNFα в 2-5 раз, были достоверно выше значений данных признаков, чем у культур 

без генетических детерминант колибактина и аэробактина (p<0,05). Исключение 

составили такие свойства энтеробактерий, как АИгА в отношении IgА и АПА в 

отношении IL-10, выраженность которых не имела отличий при сравнении 

штаммов энтеробактерий, обладающих генами clbBN+ и iucBC+ и не имеющих 

данных генетических детерминант. 

 

 

4.3 Регуляция персистентных свойств и продукции железосвязывающих 

соединений у штаммов энтеробактерий ионами железа (II) 

 

 

Для оценки изменения уровня персистентных свойств (АЛА), ростовых 

свойств, биопленкообразования, а также продукции железосвязывающих 

соединений у энтеробактерий под влиянием разных концентраций железа, были 

использованы среды, различные по содержанию железа.  За основу питательной 

среды взята среда М9, поскольку данная среда является дефицитной и исходно 

содержит малое количество железа (1,8 мкМ). Для получения среды с оптимальной 

концентрацией ионов железа также использовали среду М9, но предварительно 

насыщали ее сульфатом железа (Fe2SO4). Среду с минимальным количеством 

железа получали путем добавления в среду М9 химического хелатора 2,2 

дипиридила. Исследование проводили на штаммах E. coli и K. pneumoniae с 
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изучаемыми генами хелаторов.  Рост и биопленкообразование не существенно 

изменялись у штаммов с колибактином и аэробактином и без них, а также не 

зависели от ионов железа. У всех штаммов, независимо от наличия исследуемых 

детерминант, в оптимальных условиях, относительно ионов железа, снижается 

уровень антилизоцимной активности, по сравнению со штаммами, выросших на 

средах дефицитных по железу (М9 и М9+ 2,2 дипиридил). Так, выраженность АЛА 

у штаммов E. coli, выросших на среде М9, с генами колибактина и аэробактина 

составляла 1,47±0,2 мкг/мл*ОП450, на среде с добавлением 2,2 дипиридила – 

1,46±0,3 мкг/мл*ОП450, на среде насыщенной ионами железа уровень АЛА 

снижался до 0,4±0,1 мкг/мл*ОП450 (Рисунок 19).  

Выраженность АЛА у штаммов E. coli с генами колибактина снижалась с 

1,15±0,2 до 0,5±0,1 мкг/мл*ОП450 при культивировании культур на среде М9 с 

добавлением железа.   

В условиях дефицитных по железу (при добавлении 2,2 дипиридила) уровень 

антилизоцимной активности повышался до 2,1±0,2 мкг/мл*ОП450. Штаммы с 

генами аэробактина, а также штаммы без изучаемых генетических детерминант 

показали снижение АЛА до 0,5±0,2 мкг/мл*ОП450, выращенные на среде богатой 

железом, в сравнении со средой М9 и М9 с 2,2 дипиридилом (p<0,05).   

Таким образом, в условиях, где достаточное количество железа в среде 

создаются оптимальные условия для роста микроорганизма и не наблюдается 

усиления персистентных характеристик не зависимо от наличия или отсутствия 

генов, кодирующих синтез хелаторов, в отличие от роста микроорганизмов на 

дефицитной среде М9 и М9 с добавлением 2,2 дипиридила. Наличие у штаммов 

генов, кодирующих колибактин, вероятно, стимулирует способность 

инактивировать лизоцим в среде, обеднённой железом.     
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Рисунок 19 – Регуляция роста и персистентных характеристик ионами железа штаммов E. coli c различными 

комбинациями колибактина и аэробактина 

Примечание: Штаммы E. сoli без детерминант (А), с колибактином (Б), с аэробактином (В), с колибактином и аэробактином 

(Г); * - p<0,05 в сравнении с группой штаммов, культивированных на среде М9, ус. ед. рост – ОП450, БПО – ОП630, АЛА- 

мкг/мл*ОП450 
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Анализ продукции сидерофоров под влиянием ионов железа показал, что в 

условиях дефицита железа усиливается синтез хелаторов, для насыщения 

необходимым микроэлементом бактериальной клетки. Наибольшая продукция 

сидерофоров отмечается у штаммов с комбинацией колибактина и аэробактина.  

Усиление продукции хелаторов, относительно среды М9, происходит с 38,0±4,3 до 

58,0±9,8 единиц продукции сидерофоров (на среде М9 + 2,2 дипиридил), (p<0,05).   

При культивировании микроорганизмов на среде обогащенной железом, синтез 

хелаторов железа снижается, относительно обедненной среды М9, независимо от 

генетических детерминант колибактина и аэробактина (Рисунок 20).  

 

Рисунок 20 - Регуляция продукции железосвязывающих соединений ионами 

железа штаммов E. coli c различными комбинациями генов колибактина и 

аэробактина 

Примечание: *- p<0,05 в сравнении с группой штаммов E. coli (clbBN- iucBC-) 

 

Анализ влияния ионов железа на рост и персистенцию штаммов K. 

pneumoniae показал ту же закономерность, что и с культурами E. coli. Рост и 

биопленкообразование не изменялись существенно у штаммов с колибактином и 

аэробактином и без них, а также не зависели от ионов железа (Рисунок 21).  
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Рисунок 21 – Регуляция роста и персистентных характеристик ионами железа 

штаммов K. pneumoniae c различными комбинациями генов колибактина и 

аэробактина. Штаммы K. pneumoniae без детерминант (А), с колибактином и 

аэробактином (Б);  

Примечание: * - p<0,05 в сравнении с группой штаммов, культивированных на 

среде М9; ус. ед. рост – ОП450, БПО – ОП630, АЛА- мкг/мл*ОП450 

 

Антилизоцимная активность штаммов K. pneumoniae повышалась на среде с 

хелатором 2,2 дипиридилом относительно штаммов, культивированных на среде 

М9 и среде, обогащенной железом. Повышение отмечалось с 0,3±0,1 до 1,4±0,2 
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мкг/мл*ОП450 у штаммов без детерминант и с 0,8±0,2 до 1,8±0,3 мкг/мл*ОП450 у 

штаммов положительных на гены колибактина и аэробактина. 

Продукция хелаторов железа увеличивалась у штаммов K. pneumoniae 

культивированных в условиях дефицита железа с колибактином и аэробактином, 

относительно штаммов на среде М9 и среде обогащенной железом до 55,0±1,2 с 

29,3±0,8 и 21,2±0,6 единиц соответственно (Рисунок 22). 

 

 

Рисунок 22 - Регуляция продукции железосвязывающих соединений ионами 

железа штаммов K. pneumoniae позитивные и негативные на гены колибактина и 

аэробактина 

Примечание: *- p<0,05 в сравнении с группой штаммов K. pneumoniae (clbBN- 

iucBC-) 

 

 В ходе проведенных исследований показано, что увеличение уровня 

антилизоцимной активности происходит у штаммов E. coli (2,0 ± 0,4 против 1,28 ± 

0,6 мкг/мл*ОП450) у культур K. pneumoniae (1,9 ± 0,05 против 0,83 ± 0,2 

мкг/мл*ОП450) с генетическими детерминантами хелаторов железа. Продукция 

железосвязывающих веществ также увеличивается у штаммов с генами clbBN и 

iucBC у E. coli (25,6 ± 0,6 против 19,92 ± 0,9 единиц), у культур K. pneumoniae (60,7± 

1,1 против 28,8 ± 1,3 единиц) (Таблица 15). 
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Таблица 15 - Изменение факторов персистенции и продукции железосвязывающих 

соединений у штаммов E. coli и K. pneumoniae, культивированных на средах 

различных по содержанию ионов железа 

Штаммы Биологические свойства 

Среда М9 

1,8 мкМ 

(контроль) 

Среда 

М9+ Fe2+ 

20 мкМ 
(опыт) 

 

Среда 

M9+ 2,2 дипиридил 

50 мкМ 
(опыт) 

E. coli 

clbBN- iucBC- 

 

Рост ед*ОП630 0,41±0,1 0,42±0,01*(0) 0,3±0,01*(-1) 

АЛА мкг/мл*ОП450 1,4±0,3 0,5±0,01*(-3) 1,7±0,3*(+1) 

БПО ед*ОП630 0,13±0,03 0,12±0,03 (0) 0,13± 0,01(0) 

Уровень продукции 

железосвязывающих 

соединений ед*ОП630 
19,2±0,9 13,6±0,8*(-1) 25,6±0,6*(+1) 

E. coli 

clbBN+iucBC+ 

 

Рост ед*ОП630 0,37±0,1 0,4± 0,01(0) 0,6*(+1) 

АЛА мкг/мл*ОП450 1,28±0,6 0,4±0,02*(-3) 2,0±0,4*(+2) 

БПО ед*ОП630 0,12±0,01 0,12± 0,01(0) 0,16±0,01*(+1) 

Уровень продукции 

железосвязывающих 

соединений ед*ОП630 
38,6±0,9 29,3±0,07*(-1) 78,4±1,4*(+4) 

K. pneumoniae 
clbBN- iucBC- 

 

Рост ед*ОП630 0,55±0,2 0,69±0,03*(+1) 0,41±0,01*(-1) 

АЛА мкг/мл*ОП450 0,37±0,3 0,2±0,01*(-1) 0,71±0,2*(+3) 

БПО ед*ОП630 0,65±0,2 0,59± 0,01(0) 0,56± 0,3(0) 

Уровень продукции 
железосвязывающих 

соединений ед*ОП630 

24,8±0,8 18,7±0,9*(-1) 38,4±0,8*(+2) 

K. pneumoniae 

clbBN+iucBC+ 

 

Рост ед*ОП630 0,54±0,2 0,74±0,1*(1) 0,48*(-1) 

АЛА мкг/мл*ОП450 0,83±0,2 0,59±0,02*(-1) 1,9±0,05*(+4) 

БПО ед*ОП630 0,62±0,4 0,81±0,2*(+1) 0,65± 0,06(0) 

Уровень продукции 

железосвязывающих 

соединений ед*ОП630 
28,8±1,3 22±0,6*(-1) 60,7±1,1*(+4) 

Примечание: 0- изменение признака на 0 – 20%; 1- изменение признака на 20 – 40%; 

2 – изменение признака на 40 – 60%; 3 – изменение признака на 60 – 100%; 4 – 

изменение признака на 100 – 200%; 5 - изменение признака на 200% и более; «-» - 

снижение признака, «+» - увеличение признака 

 

Наибольшее увеличение АЛА происходит у штаммов E. coli c генами 

колибактина и у культур K. pneumoniae c генами колибактина и аэробактина 

культивированных на среде без доступных ионов железа (с добавлением хелатора 

2,2 дипиридила). Снижение уровня АЛА происходит у всех штаммов, независимо 

от присутствия генов колибактина и аэробактина на среде, насыщенной ионами 

железа (М9+Fe). Рост и БПО не существенно изменялись у штаммов, выращенных 

на средах с различными по концентрации ионов железа. Более чем в 2 раза 
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увеличивался синтез железосвязывающих соединений у штаммов E. coli и K. 

pneumoniae, культивированных на среде без доступных ионов железа, с 

генетическими детерминантами колибактина и его комбинацией с аэробактином. 

Таким образом, при недостатке железа в среде (использовали хелатор - 2,2 

дипиридил) увеличивается антилизоцимная активность у штаммов 

энтеробактерий, носителей генов колибактина. При культивировании бактерий на 

среде богатой железом уровень АЛА понижается у всех штаммов, независимо от 

наличия генов колибактина и аэробактина. Продукция сидерофоров значительно 

увеличивалась у штаммов clbBN+ и iucBC+ при выращивании их на обедненной 

железом среде. 

*** 

Установлено, что копроштаммы   E. coli и K. pneumoniae с генетическими 

детерминантами clbBN и iucBC характеризовались более высокими значениями 

протеазной активности, а также гемолитической активностью (р<0,05). Наличие 

детерминант clbBN и iucBC у копроштаммов E. coli, а также генов iucBC у 

уроштаммов сочетается с антибиотикорезистентностью штаммов.  Штаммы K. 

pneumoniae с генетическими детерминантами clbBN и iucBC проявляли 

антибиотикочувствительность к 2 из 12 препаратов. Копроштаммы   E. coli и K. 

pneumoniae с генетическими детерминантами clbBN и iucBC характеризовались 

более высокими уровнями персистентных свойств (АЛА, АПА в отношении TNFα, 

IL-10, АИгА и АКрА).  

При дефиците ионов железа в среде увеличивается антилизоцимная 

активность у штаммов энтеробактерий, с генетическими детерминантами 

колибактина и его комбинацией с аэробактином. При культивировании бактерий 

на среде богатой железом уровень АЛА понижался у всех штаммов, независимо от 

наличия генов колибактина и аэробактина. Продукция сидерофоров значительно 

увеличивалась у штаммов clbBN+ и iucBC+ при выращивании их на дефиците 

железа среде. 

 

 



109 

 

 

Результаты, изложенные в данной главе, опубликованы в следующих работах: 

1. Анализ антибиотикорезистентности клинических изолятов Esсherichia 

coli с генетическими детерминантами clbBN и iucBC / О. В. Бухарин, Е. В. Иванова, 

И. А. Здвижкова, Н. Б. Перунова. – Текст : непосредственный //Клиническая 

лабораторная диагностика.- 2023.  – Т. 68. - №8. – С. 489-495.  

2. Видовой состав и антибиотикорезистентность энтеробактерий, 

изолированных из различных биотопов организма человека / Н. Б. Перунова, Е. В. 

Иванова, А. В. Бекпергенова, Т. А. Бондаренко, И. А. Здвижкова, Т. Х. Тимохина, 

А. А. Марков. – Текст : непосредственный // Бюллетень Оренбургского научного 

центра УрО РАН. – 2023. – С. 1- 10. 

3. Персистентный профиль штаммов Escherichia coli and Klebsiella 

pneumoniae с генетическими детерминантами хелаторов железа / О. В. Бухарин, Е. 

В. Иванова, Н. Б. Перунова, Здвижкова И. А. – Текст : непосредственный // 

Микробиология.  – 2025. – Т. 94. - № 94. – С. 157-164 

 

Положение: 

Штаммы E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами clbBN и 

iucBC характеризуются наличием генотипических и фенотипических признаков 

продукции железосвязывающих соединений, гемолитической активности и 

протеазной активности в отношении антимикробных факторов хозяина, что 

позволяет их использовать в качестве маркеров персистентного и патогенного 

потенциала условно-патогенных энтеробактерий. 
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ГЛАВА 5. ПРИКЛАДНЫЕ АСПЕКТЫ ИЗУЧЕНИЯ ПЕРСИСТЕНТНОГО И 

ПАТОГЕННОГО ПОТЕНЦИАЛА УСЛОВНО-ПАТОГЕННЫХ 

ЭНТЕРОБАКТЕРИЙ 

5.1 Сочетанное влияние карнозина и лизоцима с антибиотиками в 

отношении штаммов K. pneumoniae с генами clbBN и iucBC 

В работе было актуализировано использование лизоцима с современными 

антимикробными препаратами в отношении штаммов K. pneumoniae с 

персистентным и патогенным потенциалом сравнив эту комбинацию с карнозином 

в условиях in vitro (Таблица 16), поскольку карнозин является природным 

антиоксидантом и антиокислителем, обладающим способностью хелатировать 

прооксидантные металлы – Fe++ и Сu++. Помимо этого, карнозин служит фактором, 

повышающим устойчивость клеток к неблагоприятным условиям (антиоксидант), 

препятствуя их гибели.  

Полученные результаты позволили установить сочетанный эффект влияния 

гентамицина и лизоцима у штаммов без генов clbBN и iucBC, а также определить 

новые комбинации с офлоксацином и норфлоксацином у всех штаммов, вне 

зависимости от наличия генетических детерминант, кодирующих колибактин и 

аэробактин. Достоверное повышение чувствительности штаммов отмечалось в 

сочетании со всеми используемыми группами антибиотиков. При проведении 

сравнительного анализа сочетаний с карнозином показал его способность 

повышать антимикробное действие антибиотиков в отношении штаммов K. 

pneumoniae.  

Показано установить увеличение диаметра зон подавления роста штаммов K. 

pneumoniae при сочетанном применении лизоцима с цефтриаксоном (на 44,4 -

51,3%), ципрофлоксацином (на 120,0-136,3%), а также определить комбинации с 

цефуроксимом (на 22,2-31,2%). 
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Таблица 16 – Сравнительная характеристика сочетанного эффекта лизоцима и 

карнозина в комбинации с антибиотиками в отношении штаммов K. pneumoniae 

(диско-диффузионный метод)  

Наименование 

дисков с 

препаратами, мкг 

Диаметры зон подавления роста культур K. pneumoniae, мм 

и оценка результата (S/I/R) 

Контроль 

 чистой культуры 

Опыт с 

 лизоцимом 

Опыт с  

карнозином 
Штаммы  
clbBN+ 
iucBC+ 

(n=26) 

Штаммы 

clbBN- 

iucBC- 

(n=34) 

Штаммы  

clbBN+ 

iucBC+ 

(n=26) 

Штаммы 

clbBN- 

iucBC- 

(n=34) 

Штаммы  

clbBN+ 

iucBC+ 

(n=26) 

Штаммы 

clbBN- 

iucBC- 

(n=34) 

Гентамицин (10) 
18,0-19,0 (S) 

17,0-18,0 

(S) 20,0-22,0 (S) 

20,0-23,0 

(S) 

19,0-20,0 

(S) 

19,0-20,5 

(S) 

Ампициллин (10) 
0 

(R) 

0 

(R) 

8,0-8,5 

(R) 

9,0-10,0 

(R) 

7,0-8,5 

(R) 

0 

(R) 

Цефтриаксон (30) 
18,0-18,5 

(I) 

0-3,5 

(R) 

26,0-28,0 

(S) 

10,0-12,0 

(R) 

25,0-27,0 

(S) 

9,0-10,5 

(R) 

Ципрофлоксацин (5) 
10,0-11,0 

(R) 
13,0-14,0 

(R) 
24,0-26,0 

(S) 
26,0-27,0 

(S) 
23,0-24,5 

(S) 
26,0-27,0 

(S) 

Офлоксацин (5) 
17,0-18,0 

(S) 

17,0-19,0 

(S) 

23,0-25,0 

(S) 

29,0-31,0 

(S) 

21,0-23,0 

(S) 

25,0-26,0 

(S) 

Норфлоксацин (10) 
25,0-27,0 

(S) 
22,0-23,5 

(S) 
25,0-27,5 

(S) 
24,0-25,0 

(S) 
26,0-28,5 

(S) 
30,0-32,0 

(S) 

Цефуроксим (30) 
16,0-18,0 

(S) 

14,0-16,0 

(S) 

21,0-22,0 

(S) 

16,0-18,0 

(S) 

22,0-24,0  

(S) 

21,0-22,0 

(S) 

Канамицин (5) 
20,0-21,0 

(S) 
16,0-18,0 

(S) 
25,0-28,0 

(S) 
22,0-24,0 

(S) 
31,0-32,0 

(S) 
28,0-29,0 

(S) 

Примечание: S – чувствительность; I – промежуточная чувствительность; R – 

устойчивость к действию препарата; * - р˂0,05 в сравнение с контролем. 

 
 
 Сравнительный анализ комбинаций с карнозином показал его способность 

усиливать действие антибиотиков в отношении штаммов K. pneumoniae – 

зарегистрировано увеличение зон подавление роста у канамицина на 52,3-55,0%, 

цефуроксима – 33,3-37,5%, офлоксацина – 23,5-27,7% и норфлоксацина – 5,5-8,3%. 

Наибольшее увеличение обнаружено у штаммов с генами колибактина и 

аэробактина при комбинации антибиотиков с лизоцимом или карнозином, кроме 

таких антибиотиков как офлоксацин и норфлоксацин в сочетании с карнозином. В 

комбинации карнозина с цефтриаксоном и ципрофлоксацином отмечалось 

изменение резистентности культур к антибиотику на чувствительный вариант (до 
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25,0 - 27,0 против 18,0–18,5 мм; 23,0-24,5 мм против10,0 - 11,0 мм соответственно) 

у штаммов с генетическими детерминантами колибактина и аэробактина.  

Пролонгирование действия антибиотиков в результате оптимального его 

комбиниции с карнозином позволит сформировать действенные сочетания в 

борьбе с возбудителями клебсиеллезных инфекций, а возможно и актуализировать 

препараты, которые уже не так распространены в наши дни в инфекционной 

клинике. 

Выявлено сочетанное действие лизоцима и карнозина с антибиотиками в 

отношении штаммов энтеробактерий с персистентным и патогенным потенциалом, 

характеризующихся наличием генов clbBN, iucBC, ivyС,  pliC и espC 

детерминирующих продукцию хелаторов железа и лизоцимрезистентность 

бактерий. Данный эффект является результатом сочетания бактерицидного 

действия факторов врожденного иммунитета хозяина и антимикробных 

препаратов, что открывает перспективу разработки комбинированных 

антибактериальных средств для борьбы с энтеробактериями, обладающих 

персистентным и патогенным потенциалом. 

5.2 Разработка тест-системы мультиплекс- ПЦР для определения 

персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий 

Одновременное присутствие генетических детерминант колибактина и 

аэробактина, а также наличие генов, кодирующих различные ингибиторы 

лизоцима, указывает на наличие адаптационного потенциала условно-патогенных 

штаммов, который позволяет бактериальным клеткам длительно персистировать в 

макроорганизме. 

В связи с этим, в тест-систему для определения персистентного и 

патогенного потенциала энтеробактерий, помимо детерминант колибактина и 

аэробактина, были добавлены раннее разработанные праймеры для определения 

ингибиторов лизоцима pliC, ivyC, а также ген, кодирующий энтеротоксин  espC, 
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который по литературным данным имеет значение в инактивации лизоцима и 

может присутствовать в геномах как патогенных, так и непатогенных штаммов E. 

coli (Таблица 17). Подбор и конструирование праймеров были выполнены таким 

образом, чтобы была возможность одновременно выявлять данные детерминанты 

у изучаемых штаммов энтеробактерий, что сократило время детекции штаммов.  

 

Таблица 17 – Параметры сконструированных генетических детерминант для 

определения персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий  

Факторы патогенности и 

персистенции 
Ген Последовательность (5'→3') Амп-

ликон 

(н.п.) 

Tm 

(°С) 

Ингибитор лизоцима С ivyC 
U:5'-CAGGTGATGAGCGCGTGCAAACC-3’ 
L:5’-ACGCCGCGAACAACACCGTTTTAC-3’ 

208 
58,5 

59,1 

Переплазматический 
ингибитор лизоцима 

pliC 
U:5 ҆- CGATGAAGCGGGCTGTTAGTGGTT-3 ҆ 

L:5 ҆- TACGGCTTGCAGTTGCTCAGGATG-3 ҆ 
151 

65,7 
64,9 

Ингибитор лизоцима espC 
U:5 ҆- GAGCTGGACGGTGTGGATTTGTTC-3 ҆ 

L:5 ҆- CTCGCCGTGTACTGATTGTCGTGA-3 ҆ 
192 

65,4 
66,2 

Система аэробактина 

iucB 
U:5 ҆- GTGGCCTGCATCTGCTGGTTGGTG-3 ҆ 

L:5 ҆- GTGCGCTGCGTACGTGGCTCATTC-3 ҆ 
115 

66,2 
66,7 

iucC 
U:5 ҆-CGCTGGCTGAAACCGGATGAAAGT-3 ҆ 

L:5 ҆- ACCACCCGGAACAGTTGCGTAAGC-3 ҆ 
143 

64,0 
63,9 

Система колибактина 

clbB 
U:5 ҆- ACGGGAAATGCACAGAGGTCACT-3 ҆ 
L:5 ҆- TAGCGAACGCCGGGTAAACAC-3 ҆ 

201 
58,6 

58,7 

clbN 
U:5 ҆- GCCCCTGCACATCATCAATC-3 ҆ 
L:5 ҆- GCTACGCCATCGCTCCTAATAC-3 ҆ 

162 
55,0 

54,8 

 

Для отработки тест-системы были использованы оппозитные штаммы по 

исследуемым детерминантам хелаторов железа: K. pneumoniae ICIS-278, 

положительный на гены clbBN, iucBC, pliC и ivyC и E. coli К-12, отрицательный по 

генам clbBN, iucBC, pliC и положительный на ген ivyC. Поскольку используемые 

штаммы были положительными на ген ингибитора лизоцима ivyC, в качестве 

отрицательного контроля на данный ген был использован образец, в котором 

вместо целевой ДНК использовался буферный раствор, используемый в ПЦР-

реакции. Для тестирования отобранных праймеров была использована 

разработаная нами ранее программа амплификации. Таким образом, в процессе 
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работы проведена отладка ПЦР-тест системы отобранных генетических 

детерминант (Рисунок 23).  

 

Рисунок 23 – Результаты электрофореза ампликонов после тестирования 

тест-системы для выявления генов переплазматического ингибитора лизоцима 

(pliC), колибактина (clbBN), аэробактина (iucBC) и ингибитора лизоцима 

позвоночных с-типа (ivyC) у штаммов энтеробактерий   

Примечание: Первый контроль (K. pneumoniae ICIS-278), второй контроль (E. coli 

К-12), третий контроль на гены ivyC (K (-) - проба без ДНК-матрицы); MW- линейка 

молекулярных масс pBS/Mspl (ООО "Лаборатория Медиген", Россия) 

 

Выявление наличия единичных ампликонов в области ожидаемого диапазона 

молекулярных масс с использованием электрофоретического разделения 

результатов реакций амплификации подтвердило работоспособность системы и 

специфичность получаемых результатов. Результаты разработанной тест-системы 

определения персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий методом 

ПЦР коррелировали с результатами полногеномного секвенирования, выраженной 



115 

 

 

антилизоцимной активностью и продукцией хелаторов железа, что подтверждает 

высокую чувствительность и специфичность разработанной методики. 

В работе проведено сочетание разработанных праймерных пар в одной пробе 

с учётом длины получаемых ампликонов для возможности детектирования их на 

электрофореграмме.  В конечном итоге, благодаря реализации тест-системы в 

формат множественной ПЦР, удалось в 2-3 раза оптимизировать исходный вариант 

системы.   

Были мультиплексированы праймеры, кодирующие синтез колибактина 

(clbBN) и аэробактина (iucBC). Длины получаемых амликонов были в диапазоне от 

201 до 115, что позволяло визуализировать результат. Предложенная программа 

позволяет определять до 4 разработанных праймеров в одной пробирке, что 

значительно ускоряет процесс детектирования факторов персистенции и 

патогенности. 

Электрофорез продуктов амплификации, выполненной с использованием 

праймеров к генам clbBN, iucBC, pliC и ivyC продемонстрировал наличие 

фрагментов ожидаемых длин н.п. у положительных контролей. 

Ложноположительных результатов не выявлено.  Данная реакция позволяет 

детектировать штаммы на наличие генов продукции данных хелаторов железа и 

ингибиторов лизоцима в формате ПЦР- мультиплекс.  

Таким образом, разработанная тест-система выявления маркеров 

персистенции и патогенности позволяет усовершенствовать, ускорить, а также 

повысить информативность ПЦР-анализ для диагностики микроорганизмов с 

выраженным персистентным потенциалом, а также факторами патогенности. 
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*** 

Данные по сочетанному действию лизоцима или карнозина с 

антимикробными препаратами на микробные клетки перспективны для 

дальнейшей разработки способа борьбы с персистентными и патогенными 

штаммами условно-патогенных энтеробактерий.  Так показано, что лизоцим в 

комбинации с цефтриаксоном, ципрофлоксацином и цефуроксимом, а также 

карнозин с цефтриаксоном и ципрофлоксацином приводят к повышению 

чувствительности к антибиктериальным препаратам и в ряде случаев к смене 

резистентного фенотипа на чувствительный.  

Разработана тест-система мультиплекс-ПЦР для выявления маркеров 

персистенции и патогенности энтеробактерий с использованием оригинальных 

праймеров (clbBN, iucBC, pliC, ivyC и espC) и оптимизированного алгоритма 

амплификации с единой температурой отжига (65,0±0,3°С). 

  

Результаты, изложенные в данной главе, опубликованы в следующих работах: 

1. Синергидная активность лизоцима и карнозина с антимикробными 

препаратами в отношении Klebsiella pneumoniae // Бухарин О.В., Иванова Е.В., 

Здвижкова И.А. – Текст: непосредственный // Вестник РАН. – 2024. – Т.94. - №4. – 

С. 358-365.  

2. Патент N 2662930 Российская Федерация. МПК C12Q 1/6806, Система 

мониторинга патогенного потенциала энтеробактерий методом полимеразной 

цепной реакции: № 2017119197/10 (033289); заявл. 01.06.2017; опубликовано 

31.07.2018  / Андрющенко С. В., Здвижкова И. А., Перунова Н. Б., Бухарин О. В., 

Котова Е. В., Степанова Т. Ф., Катаева Л. В.; заявитель и патентообладатель: ИКВС 

Уро РАН. 9с. : ил. – Текст : непосредственный. 

 

Положение: 

Разработанная мультиплекс-ПЦР микробиологическая тест-система с 

использованием сконструированных праймеров: clbBN, iucBC, pliC, ivyC и espC 

обеспечивает одновременное скрининговое выявление штаммов с персистентным 

и патогенным потенциалом в популяции условно-патогенных энтеробактерий. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Определение генотипических и фенотипических особенностей 

энтеробактерий с генами хелаторов железа – колибактина (clbBN) и аэробактина 

(iucBC) важно для решения ряда медико-биологических вопросов, направленных 

на изучение персистентного и патогенного потенциала условно-патогенных 

микроорганизмов для дальнейшей разработки новых диагностических подходов и 

современных методов контроля вoзбудителей oппoртунистических инфeкций [42, 

49]. В условиях дефицита железа, бактерии используют различные адаптивные 

стратегии, где наиболее универсальной формой добывания железа из окружающей 

среды является синтез микроорганизмами железосвязывающих соединений - 

сидерофоров и колибактина, обладающих высокой аффинностью к различным 

ионам металлов (прежде всего к железу) [46, 159], которые рассматриваются как 

биомаркеры вирулентности у патогенных микроорганизмов [61, 62, 144].  

Кроме того, представляет научный интерес определение этих факторов у 

условно-патогенных энтеробактерий, населяющих слизистые оболочки человека и 

выступающие в роли комменсалов, среди которых наиболее распространёнными 

видами являются E. coli и K. pneumoniae [42, 89, 124]. Известно, что в последнее 

время в популяции условно-патогенных бактерий регистрируется непрерывное 

увеличение штаммов с выраженным патогенным и резистентным потенциалом 

[144,159],  способных распространяться в различные ткани и органы организма 

человека, инициируя развитие широкого спектра оппортунистических инфекций 

(инфекции мочевыводящих путей,острое поражение легких,  сепсис), являясь 

причиной смертельных исходов заболеваний человека [60, 68, 173]. Также, 

показано, что бактериальные клетки могут синтезировать метаболиты, 

позволяющие им длительно выживать в условиях окислительного стресса и 

дефицита железа [45, 53]. 

Наряду с этим, в научной литературе недостаточно данных, по комплексной 

оценке, генотипического и фенотипического профиля условно-патогенных 

микроорганизмов, носителей хелаторов железа, что снижает эффективность мер по 
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мониторингу штаммов с патогенным («болезнетворным») потенциалом, а также 

прогнозированию течения инфекционного процесса, ассоциированного с условно-

патогенными бактериями, и проведению лечебно-профилактических мероприятий. 

Сравнительный анализ способности энтеробактерий продуцировать хелаторы 

железа и факторы персистенции позволит получить новые данные об особенностях 

формирования их персистентного и патогенного потенциала, обеспечивающего 

выживание прокариот в организме хозяина и распространение в природных 

эконишах, а также разработать современные экспресс-методы их выявления в 

популяции энтеробактерий. Практическое значение имеют данные о влиянии 

различных факторов (концентрация ионов железа в среде, сочетанное влияние 

хелаторов железа хозяина с противомикробными препаратами) на рост, 

персистентные и патогенные свойства энтеробактерий с генетическими 

детерминантами clbBN/iucBC, которые открывают перспективы для разработки 

новых стратегий контроля нахождения их в окружающей среде, организме хозяина  

и современных подходов в создании антимикробных средств. 

 Указанные моменты и предопределили тематическую направленность 

наших исследований, направленных на определение генотипических и 

фенотипических особенностей энтеробактерий с генетическими детерминантами 

хелаторов железа – колибактина (clbBN) и аэробактина (iucBC), а также на 

разработку микробиологической тест-системы определения их персистентного и 

патогенного потенциала. 

Для достижения цели были поставлены следующие задачи: 

1. Оценить частоту распределения детерминант хелаторов железа 

(аэробактина и колибактина) и их комбинации у клинических штаммов E. coli и K. 

pneumoniae жителей Оренбургской и Тюменской области, с использованием 

сконструированных праймеров clbBN и iucBC.  

2. Охарактеризовать особенности генотипического и фенотипического 

профиля продукции хелаторов железа, экспрессии факторов патогенности и 

персистенции у штаммов E. coli и K. pneumoniae с генами clbBN и iucBC. 
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3. Изучить влияние различных концентраций ионов Fe (II) на рост, 

биопленкообразование, антилизоцимную активность и уровень продукции 

железосвязывающих соединений у штаммов энтеробактерий положительных и 

отрицательных на генетические детерминанты clbBN и iucBC. 

4. На положительных и отрицательных по генетическим детерминантам 

clbBN и iucBC штаммах энтеробактерий оценить сочетанное действие карнозина и 

лизоцима с антибактериальными препаратами.  

5. На основе выявленных особенностей генотипического и 

фенотипического профиля штаммов E. coli и K. pneumoniae разработать 

микробиологическую тест-систему определения персистентного и патогенного 

потенциала клинических штаммов энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР. 

В работе на первом этапе исследований на основе выравнивания 

депонированных в базе данных NCBI Reference Sequence и GenBank (США) 

последовательностей нуклеотидов генов, кодирующих биосинтез колибактина и 

аэробактина по алгоритму ClustalW [75] и анализа их в программе «Lasergene 7.1» 

(«DNASTAR, Inc.», США) были сконструированы праймеры для их выявления 

генов. Также, на основе праймеров была разработана программа амплификации для 

выявления хелатирующих соединений энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР. 

Отличительной чертой разработанных праймеров, от известных в литературе, 

является то, что длина ампликонов существенно не превышала 200 нуклеотидных 

пар для возможности реализации тест-системы в формате ПЦР «реального 

времени», при этом имея близкие расчетные температуры отжига для возможности 

реализации тест-системы в формате множественной ПЦР. Сконструированные 

праймеры были протестированы на референтных штаммах E. coli К-12, E. coli M-

17, E. coli ЛЭГM-18, а также на кишечных штаммах E. coli и K. pneumoniae, 

изолированных от жителей двух областей Российской Федерации - Оренбургской 

и Тюменской.  

В результате скрининга генетических детерминант хелаторов железа в 

популяции энтеробактерий были получены новые данные о широкой частоте 

встречаемости генов аэробактина и колибактина в популяции условно-патогенных 

кишечных энтеробактерий. Полученные данные соотносятся с имеющимися в 
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литературе сведениями о преобладании частоты встречаемости острова pks у E. coli 

среди штаммов энтеробактерий [51]. Однако в нашей работе выявлено 

распространение не только генов колибактина, совместно с генами аэробактина, а 

также выявлены региональные особенности распространения генов clbBN и iucBC 

у штаммов E. coli и K. pneumoniae. Наличие широкой частоты встречаемости 

генетических детерминант хелаторов железа у энтеробактерий связано с тем, что 

для роста и выживания большинства микроорганизмов в организме человека 

необходимы микроэлементы, среди которых важнейшим является железо. Вместе с 

тем, хелатирующие соединения могут иметь первостепенное значение в 

формировании адаптивного потенциала энтеробактерий в организме хозяина и их 

распространении в микробной популяции. Поскольку Оренбургская и Тюменская 

область находятся в различных подзонах умеренного климатического пояса, можно 

предположить, что различное соотношение долей встречаемости анализируемых 

генетических детерминант может быть связана с отличиями климатических 

условий в Оренбургской и Тюменской области. Известно, что факторы внешней 

среды влияют на формирование гетерогенности штаммов в популяции 

микроорганизмов. Однако влияние условий окружающей среды на формирование 

особенностей генетических линий штаммов энтеробактерий мно-гофакторное и 

необходимы дальнейшие исследования для выяснения осо-бенностей 

формирования геномов микроорганизмов в различных географических регионах.  

Кроме того, в результате филогенетического анализа было установлено, что в 

большинстве случаев культуры E. coli с генами clbBN и iucBC относились к 

патотипической группе (В2 и D), что согласуется с литературными данными о том, 

что штаммы с генами вирулентности чаще всего относятся к филогруппам B и D1 

[163]. Использование оригинальных праймеров позволило впервые провести 

мониторинг генетических детерминант хелаторов железа и сформировать 

представление об их фактической распространённости в популяции кишечных 

штаммов E. coli и K. pneumoniae. 

Далее в работе, для оценки информативности сконструированных праймеров 

(clbBN или iucBС) по результатам ПЦР-скрининга были отобраны штаммы 

энтеробактерий для полногеномного секвенирования. В процессе работы в базе 
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данных GenBank были депонированы 6  геномов штаммов, собранных до уровня 

скаффолдов (K. pneumoniae ICIS-278 - NZ_NCVU01000008.1, K. pneumoniae ICIS-

277 - JAKNCI000000000.1, E. coli ICIS3 - JASSKE000000000.1, E. coli ICIS6 - 

NZ_JAWRCL000000000.1, E. coli ICIS7 - NZ_JAWRCM000000000.1, E. coli ICIS38 

- JBLNIE000000000) с различными комбинациями генов хелаторов железа. Анализ 

геномов энтеробактерий позволил установить наличие у культур clbBN+iucBC+ 

полного перечня генов биосинтеза и транспорта аэробактина/колибактина, что 

свидетельствовало о чувствительности и специфичности ПЦР-метода с 

использованием оригинальных праймеров. На основе программы «SeqBuilder» 

(США) была установлена гомологичность нуклеотидного набора и взаимного 

расположения генов колибактина и аэробактина у представителей видов E. coli и K. 

pneumoniae, которая четко показала, что праймеры clbBN и iucBС могут быть 

применены у различных видов энтеробактерий. Проведен анализ генов, 

кодирующих известные сидерофоры энтеробактерий: энтеробактин, сальмохелин и 

иерсиниабактин у секвенированных штаммов. Кроме того, в работе были 

обнаружены особенности генома секвенированных штаммов энтеробактерий с 

генами, кодирующими биосинтез колибактина и аэробактина, характеризующиеся 

наличием детерминант ингибиторов лизоцима (mliC, pliC, ivyC, lprI), факторов 

патогенности (hlyA, sfaD, sinH) и резистентности к антимикробным препаратам 

(parC, ampC, folP). В литературных источниках показано, что устойчивость к 

антимикробным препаратам представителей семейства Enterobacteriaceae связана 

с наличием у них мобильных генетических элементов, таких как плазмиды, 

которые также содержат гены факторов вирулентности: протеазы, полисахаридные 

капсулы, токсины, липополисахариды, сидерофоры, спайки (фимбрии) [85, 111, 

112]. В связи с этим,  мы предположили, что такое комбинирование генов у 

штаммов энтеробактерий clbBN+iucBC+ может являться прогностическим 

признаком их персистентного и патогенного потенциала, поскольку в литературе 

показано, что определение уровней информативности персистентных 

характеристик E. coli является основанием для использования биопрофиля 

микроорганизмов при их эпидемиологическом маркировании [9, 21, 29]. 
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В связи с этим, на следующем этапе работы у штаммов энтеробактерий с 

генетическими детерминантами была проведена оценка способности к продукции 

сидерофоров, факторов патогенности и персистенции. Было установлено, что 

штаммы E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами, кодирующих 

биосинтез колибактина и аэробактина обладают протеазной  и  гемолитической 

активностью, а также выраженной продукцией хелатирующих веществ, высоким 

уровнем персистентных свойств (биопленкообразования, антипептидной, 

антилизоцимной, антииммуноглобулиновой и антикарнозиновой активностей), что 

позволяет использовать их в качестве маркеров персистентного и патогенного 

потенциала условно-патогенных энтеробактерий. В литературных источниках 

показано, что персистентный потенциал бактерий, реализуемый различными 

секретируемыми протеазами, позволяет микроорганизмам противостоять 

защитным факторам хозяина, что способствует выживанию в организме человека 

и адаптацию к конкурентной среде хозяина, а также распределение энтеробактерий 

в природных экологических нишах [9]. Кроме того, было показано влияние 

различных концентраций железа в среде (избыток и дефицит железа) на ростовые 

свойства, продукцию сидерофоров и универсальный признак персистенции 

прокариот - антилизоцимную активность штаммов с генами clbBN и iucBC, что 

согласуется с известными литературными данными. Так, в условиях ограничения 

питательных веществ и во время переходов из богатой среды в более бедную, 

относительно питательных веществ, реализуются факторы необходимые для 

контроля роста и выживания (например, из нижнего отдела желудочно-кишечного 

тракта (ЖКТ) в среду мочевыводящих путей) [163]. Раннее показано, что 

ограничение в среде углеводов приводит к усилению персистентных свойств [4]. 

Однако в нашей работе была показана выраженность персистентных характеристик 

у изучаемых штаммов.  Не исключено, что хелатирующие соединения можно 

рассматривать и как факторы, способствующие персистенции (адаптации и 

длительному выживанию) бактериальной клетки в организме человека, 

непосредственно участвующих в распределении штаммов в природных эконишах.  

Вместе с тем, сидерофоры и другие хелатирующие соединения могут иметь 

первостепенное значение в формировании адаптивного потенциала 
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энтеробактерий в организме хозяина и распространении штаммов устойчивых к 

антибактериальным препаратам в микробной популяции. В ходе проведенных 

исследований чувствительности к антибиотикам штаммов E. сoli, с генетическими 

детерминантами аэробактина, а также в его сочетании с колибактином, 

установлено, что данные культуры чаще проявляли антибиотикоустойчивость, чем 

клинические изоляты без исследуемых хелаторов железа. Данные согласуются с 

литературными сведениями об антибиотикорезистентности штаммов с генами, 

кодирующие синтез аэробактина [157].  

Полученные результаты легли в основу для разработки тест-системы 

определения персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий методом 

мультиплекс-ПЦР. Был разработан единый алгоритм амплификации для выявления 

генетических детерминант хелаторов железа (iucBC, clbBN) и ингибиторов 

лизоцима (ivyC, pliC и espC). Поскольку показана взаимосвязь наличия 

генетических детерминант, кодирующих синтез ингибиторов лизоцима с 

фенотипическим проявлением у штаммов антилизоцимной активности, 

являющейся частью общего механизма лизоцимрезистености бактерий [2, 3], 

определение широкого набора генов секретируемых ингибиторов лизоцима у 

штаммов, положительных на гены колибактина и аэробактина, может соотноситься 

с их высоким уровнем персистентных свойств. Так, в геномах всех исследуемых 

референтных и кишечных штаммов энтеробактерий установлено наличие 

известных гомологов детерминант ингибиторов лизоцима mliC и ivyC, а штаммы c 

генетическими детерминантами колибактина и аэробактина в геноме 

дополнительно содержали гены pliC - переплазматический ингибитор лизоцима С-

типа и lprI (K. pneumoniae ICIS-278) и ингибитор лизоцима – espС (E. coli ICIS7) .  

Наиболее близким аналогом разработанной тест-системы является набор для 

обнаружения ДНК групп диарогенных эшерихий в клиническом материале и в 

объектах окружающей среды методом ПЦР "АмплиСенс® Эшерихиозы-FL" 

(ЦНИИ Эпидемиологии, г. Москва). Данный набор реагентов позволяет выявлять 

гены патогенности диареегенных E. coli: кодирующие способность к адгезии (еае), 

инвазии (ipaH), шигаподобные токсины (stx1 и stx2) и энтеротоксины (lt), тогда как 

предлагаемый способ направлен на выявление факторов персистенции и 
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патогенности условно-патогенных энтеробактерий: секретируемых ингибиторов 

лизоцима (pliC, ivyC и espC), аэробактина (iucB и iucC), колибактина (clbB и clbN). 

В отличии от существующих способов выявления и оценки уровня патогенности 

возбудителей [37, 44], разработанная тест-система позволит проводить ускоренное, 

высокочувствительное выявление в популяции условно-патогенных 

энтеробактерий методом ПЦР штаммов с персистентным и патогенным 

потенциалом, что соотносилось с их фенотипическими характеристиками. 

Учитывая тот факт, что штаммы энтеробактерий способны секретировать 4 

известных сидерофора (энтеробактин, аэробактин, иерсиниабактин и 

сальмохелин), предложенная нами мультиплекс ПЦР-реакция позволяет 

определить штаммы, носителей генов, кодирующих синтез аэробактина и 

связанные с колибактином сидерофоры: энтеробактина, сальмохелина и 

иерсиниабактина, тем самым охватывая весь спектр сидерофоров, синтезируемых 

энтеробактериями.  Определение гено- и фенотипических характеристик 

способности культур E. сoli и K. pneumoniae секретировать хелаторы железа и 

факторы персистенции позволило получить новые данные об особенностях 

персистентного и патогенного потенциала условно-патогенных энтеробактерий, 

способствующих их выживанию в организме человека и адаптации к конкурентной 

среде хозяина, а также распределение энтеробактерий в природных эконишах. 

Создание праймеров и разработка единого алгоритма ПЦР-мультиплекс для 

определения экологических патотипов в популяции кишечных энтеробактерий 

человека определило прикладное значение проведенных исследований. Штаммы E. 

coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами колибактина и аэробактина 

характеризуются наличием генотипических и фенотипических признаков 

продукции хелатирующих соединений, протеазной активности в отношении 

антимикробных факторов хозяина, что обеспечивает возможность их 

использования в качестве маркеров персистентного и патогенного потенциала 

условно-патогенных энтеробактерий.   

Учитывая актуальность проблемы борьбы с персистентными и патогенными 

штаммами энтеробактерий [80, 146], на заключительном этапе работы было 
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изучено влияние карнозина совместно с лизоцимом на 

антибиотикочувствительность штаммов K. pneumoniae. В результате чего, 

выявлено сочетанное действие карнозина и лизоцима с антибактериальными 

препаратами в отношении патогенных энтеробактерий, характеризующихся 

наличием генов iucBC, clbBN, ivyС, pliС и espC, детерминирующих продукцию 

хелаторов железа и лизоцимрезистентность бактерий. Выявленный эффект может 

являться результатом сочетания бактериостатического действия факторов 

врожденного иммунитета хозяина и антимикробных препаратов, что открывает 

перспективу разработки комбинированных антибактериальных средств для борьбы 

с энтеробактериями, обладающих персистентным и патогенным потенциалом.  

Таким образом, обобщая полученный материал, следует выделить два 

основных момента: 

1.  У штаммов E. coli и K.  pneumoniae с генетическими детерминантами clbBN 

и iucBС выявлены особенности генотипического (наличие в геноме детерминант 

биосинтеза и транспорта колибактина и аэробактина, ингибиторов лизоцима, 

факторов патогенности и резистентности) и фенотипического (продукции 

железосвязывающих соединений, персистентных свойств, протеазной и 

гемолитической активности) профилей, характеризующие их персистентный и 

патогенный потенциал.   

2. Разработана микробиологическая тест-система мультиплекс-ПЦР 

определения патогенного и персистентного потенциала с использованием 

оригинальных праймеров для обнаружения хелаторов железа (clbBN, iucBC) и 

ингибиторов лизоцима (pliC, ivyC и espC).  

 

 

 



126 

 

 

ВЫВОДЫ  

1. Установлена высокая частота встречаемости генов колибактина и 

аэробактина (40,0-82,0%) в популяции кишечных энтеробактерий, выделенных от 

жителей Оренбургской и Тюменской областей, и выявлены региональные 

особенности распределения данных генов среди штаммов E. coli, которые обеих 

областях в 59,2-70,9% случаев относились к патотипической группе (В2 и D), и K. 

pneumoniae.  

2. Выявлены особенности генотипических свойств штаммов E. coli и K. 

pneumoniae с генами clbBN и iucBC, имеющих в геноме детерминанты ингибиторов 

лизоцима (ivyC, pliC, mliC, espC, lprI), факторов патогенности (sfaD, hlyA, sinH) и 

резистентности к антимикробным препаратам (pmrA, ampC), по сравнению со 

штаммами без исследуемых детерминант.  

3. Фенотипические свойства штаммов E. coli и K.  pneumoniae с генами 

clbBN и iucBC характеризовались наличием гемолитической и протеазной 

активностей, антибиотикорезистентностью (р<0,05) и более высокими значениями 

уровней продукции железосвязывающих соединений и персистентных свойств 

(АЛА, АПА в отношении ТNFα, IL-10, АИгА и АКрА), по сравнению со штаммами 

без исследуемых детерминант.  

4. Установлено, что при дефиците ионов железа в среде, созданного при 

добавлении 2,2 дипиридила, отмечается увеличение уровня антилизоцимной 

активности и продукции железосвязывающих соединений у штаммов 

энтеробактерий с генетическими детерминантами колибактина и аэробактина. 

5. Сочетанное применение лизоцима или карнозина с антимикробными 

препаратами приводит к усилению действия ряда антибиотиков: лизоцим в 

комбинации с цефтриаксоном, ципрофлоксацином и цефуроксимом, а также 

карнозин с цефтриаксоном и ципрофлоксацином приводят к изменению 

антибиотикорезистентности культур на чувствительный вариант. 
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6. На основе выявленных особенностей генотипического и 

фенотипического профиля разработана тест-система мультиплекс-ПЦР для 

выявления маркеров персистенции и патогенности условно-патогенных 

энтеробактерий с использованием оригинальных праймеров для выявления 

хелаторов железа (clbBN, iucBC) и ингибиторов лизоцима (pliC, ivyC и espC).  

 

 

РЕКОМЕНДАЦИИ ПО ИСПОЛЬЗОВАНИЮ РЕЗУЛЬТАТОВ 

ДИССЕРТАЦИИ В ПРАКТИКЕ 

 

1.  Штаммы носители генетических детерминант хелаторов железа (clbBN, 

iucBC) могут быть использованы в качестве тест-штаммов для оценки патогенного 

потенциала условно-патогенных энтеробактерий. 

2. Разработанная тест-система позволит выявлять потенциально патогенные 

штаммы среди условно-патогенной микробиоты хозяина, а также осуществлять их 

мониторинг в окружающей среде. 

 

ПЕРСПЕКТИВЫ ДАЛЬНЕЙШЕЙ РАЗРАБОТКИ ТЕМЫ 

 

1 Дальнейшее развитие работы планируется в 2-х направлениях. Научный 

аспект предусматривает изучение механизмов влияния свободного железа на 

секрецию бактериями различных групп сидерофоров и факторов персистенции. 

2. В практическом плане будет проводиться поиск дополнительных 

диагностически - значимых маркеров для выявления потенциально патогенных 

штаммов среди симбионтных микроорганизмов человека, а также отработка тест-

системы для выявления из тотальной ДНК образца детерминант, кодирующих 

факторы персистенции и патогенности. 
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ И УСЛОВНЫХ ОБОЗНАЧЕНИЙ 

 

АиГА –  антииммуноглобулиновая активность 

АКрА –  антикарнозиновая активность 

АЛА –  антилизоцимная активность 

АПА –  антипептидная активность 

БЛРС –  β-лактамазы расширенного спектра 

БПО –  биопленкообразование 

ГИСК– государственный научно-исследовательский институт стандартизации и 

контроля медицинских, биологических препаратов имени Л.А. Тарасовича 

ДНК – дезоксирибонуклеиновая кислота 

Н.П. – нуклеотидные пары 

ОП – оптическая плотность 

ПЦР – полимеразная цепная реакция 

РНК – рибонуклеиновая кислота 

ТВЕ- трис-борат-ЭДТА 

ЭДТА – этилен- диаминтетрауксусная кислота  

AntiSMASH - универсальная платформа для анализа генома продуцентов   

вторичных   метаболитов 

CAS – краситель хромазурол S 

cKp – классическая K. pneumoniae 

clbBN –  genes of colibactin (гены, кодирующие колибактин) 

DEC – диареегенные штаммы E. coli 

IFNγ –   interferon- γ (интерферон - γ) 

Fur – регулятор поглощения железа 

hvKP – гипервирулентная K. pneumoniae 

IL–  interleulin (интерлейкин) 

iucBN – genes of aerobactin (гены, кодирующие аэробактин) 

ivyC –  inhibitor of vertebrate lysozyme of c-type (ингибитор лизоцима позвоночных 

с-типа) 

Lf –   lactoferrin (лактоферрин) 

MALDI–  мatrix Assisted Laser Desorbtion/Ionization  

MliC – membrane-bound lysozyme inhibitor of C-type lysozyme (мембранно- 

связанный ингибитор лизоцима с-типа) 

NRPS – нерибосомные пептидные мегасинтетазы 

ORF – открытые рамки считывания 

Pks – гены поликетидсинтаз микроорганизмов 

pliC –  periplasmic lysozyme inhibitor of c-type (переплазматический ингибитор 

лизоцима с-типа) 

QS – quorum sensing (кворум сенсинг) 

RAST –  автоматизированный сервис для аннотирования полных или  

почти полных бактериальных и архейных геномов  
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TNFα – фактор некроза опухоли альфа 

Tf –   transferrin (трансферин) 

XDR –   экстремальная устойчивость штамма к антибиотикам 
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