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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

Актуальность темы исследований и степень ее разработанности 

Для роста и выживания большинства микроорганизмов в биосфере необхо-
димы микроэлементы, среди которых одним из важнейших является железо, по-
скольку оно выступает в роли кофактора для многих регуляторных белков и 
ферментов, участвуя в процессах выработки энергии, переноса кислорода и ре-
пликации ДНК прокариот [Kramer J. et.al., 2020; Kümmerli R., 2023]. В организме 
человека содержится существенное количество железа, но оно связано с транс-
портными и запасными белками, такими как трансферрин, ферритин, гемогло-
бин, а также с антимикробными белками – лизоцимом, лактоферрином, поэтому 
уровень свободного железа очень низок [Новикова И.А., 2011; Ullah I., Lang M., 
2023]. Однако многие бактерии выработали множество механизмов для раство-
рения и получения микроэлемента [Сгибнев А.В., 2006], где универсальной фор-
мой является секреция железосвязывающих соединений [Hider R., Kong X., 2010; 
Johnstone T.C., Nolan E.M., 2015]. Большинство исследований в этой области по-
священы изучению молекулярно-генетической основы процессов синтеза сиде-
рофоров патогенами, их поглощения и регуляции в бактериальной клетке [Barber 
M., 2015; Rolhion N. et.al., 2016]. Установлено наличие связи секреции сидерофо-
ров с вирулентностью бактерий, что обратило внимание исследователей к пони-
манию механизмов поглощения железа патогенами в условиях инфекции [Куз-
нецова М.В. c cоавт., 2021; Weigert M. et.al., 2017; Perreten V. et.al., 2001]. 

Научный интерес представляет изучение данных факторов среди условно-
патогенных микроорганизмов, колонизирующих слизистые оболочки организма 
человека и являющихся симбионтными бактериями хозяина [Бухарин, О.В. 1999; 
Бухарин, О.В. и др., 2005], такие как Escherichia coli и Klebsiella pneumoniae, ко-
торые адаптировались к обитанию в кишечнике млекопитающих, в том числе и 
человека [Поздеев О.К., Федоров Р.В., 2007]. Многочисленные исследования 
продемонстрировали ключевую роль аэробактина в усвоении железа энтеробак-
териями, даже в штаммах, обладающих всеми четырьмя локусами, кодирующи-
ми сидерофоры [Searle L.J. et al., 2015; Chen X. et al., 2021]. Хелатирующей ак-
тивностью, помимо цитотоксического действия, обладает и пептид-поликетид – 
колибактин, синтез которого регулируется железом и обеспечивается кластером 
поликетидсинтазного генного островка pks [Wami K. et al., 2021].  

 Известно, что при определенных условиях энтеробактерии способны про-
являть свой патогенный потенциал, распространяясь в различные ткани и орга-
ны, становясь причиной развития инфекции лёгких, мочевыводящих путей и 
кровотока, сепсиса [Егорова С.А. с соавт., 2011; Wang G. et al., 2020]. В настоя-
щее время обсуждается вопрос распространения в популяции K. pneumoniae ги-
первирулентных штаммов, у которых наличие в геноме детерминант синтеза 
иерсиниабактина (ybt), аэробактина (iuc) и колибактина (clb) рассматривается как 
основной критерий вирулентного патотипа [Russo T.A., Marr C.M., 2019; Воро-
нина О.Л. с соавт., 2023].  
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Вместе с тем, появляется все больше данных, что хелатирующие факторы 

бактерий имеют решающее значение в процессах колонизации и выживания эн-

теробактерий в организме хозяина. Хелатирующие молекулы бактерий способны 

извлекать железо из комплексов с белками, выполняющими функцию факторов 

антимикробной защиты хозяина [Kuznetsova M.V., Gizatullina Yu.S., 2021]. Из-

вестно, что инактивация прокариотами локальных факторов иммунитета опреде-

ляет их способность к персистенции в различных биотопах человека, обеспечи-

вающей устойчивое сосуществование энтеробактерий с хозяином. Для выжива-

ния микроорганизмы используют широкий спектр персистентных свойств, таких 

как антилизоцимная, антикарнозиновая, антииммуноглобулиновая активности и 

др. [Бухарин О.В., 1999; Бухарин О.В. с соавт., 2006]. Среди известных генетиче-

ских детерминант, ассоциированных с персистенцией энтеробактерий, показана 

роль периплазматических ингибиторов лизоцима, кодируемые гомологами гена 

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

[Vanderkelen L., Van Herreweghe J., 2023]. 

Указанные моменты и предопределили тематическую направленность 

наших исследований, направленных на изучение патогенного и персистентного 

потенциала штаммов энтеробактерий с генетическими детерминантами хелато-

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

тест-системы мультиплекс-ПЦР для выявления данной группы микроорганиз-

мов. Практическое значение имеют данные о влиянии различных факторов (кон-

центрация ионов железа в среде, сочетанное влияние хелаторов железа хозяина с 

противомикробными препаратами) на рост, персистентные и патогенные свой-

ства 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. 

Цель и задачи исследования: 

Цель настоящей диссертационной работы заключалась в определении гено-

типических 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 (аэро-

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

pneumoniae жителей Оренбургской и Тюменской областей, с использованием 

сконструированных праймеров clbBN и iucBC.  

2. Охарактеризовать особенности генотипического и фенотипического 

профиля продукции хелаторов железа, экспрессии факторов патогенности и пер-

систенции у штаммов E. coli и K. pneumoniae с генами clbBN и iucBC. 
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3. Изучить регуляцию различных концентраций ионов Fe (II) на рост, био-

пленкообразование, антилизоцимную активность и уровень продукции желе-

зосвязывающих соединений у штаммов энтеробактерий положительных и отри-

цательных 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 фенотипическо-

го профиля штаммов E. coli и K. pneumoniae разработать микробиологическую 

тест-систему определения персистентного и патогенного потенциала клиниче-

ских штаммов энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР. 

Научная новизна работы 

Впервые охарактеризован персистентный и патогенный потенциал услов-

но-патогенных кишечных штаммов E. coli и K. pneumoniae с генетическими де-

терминантами хелаторов железа. Установлены региональные особенности рас-

пределения генов clbBN и iucBC среди культур энтеробактерий (в Оренбургской 

области, преобладали штаммы с генами clbBN, в Тюменской области – с генами 

iucBC).  

Выявлены особенности генома энтеробактерий, характеризующиеся нали-

чием генов биосинтеза и транспорта колибактина и аэробактина, а также генов 

ингибиторов лизоцима (ivy, mliC, pliC, lprI и espC), факторов патогенности (sfaD, 

hlyA, sinH) и резистентности к антимикробным препаратам (pmrA, ampC).  

Показано, что штаммы с детерминантами clbBN и iucBC обладают выра-

женной гемолитической активностью, продукцией железосвязывающих соеди-

нений, а также протеазной активностью в отношении антимикробных факторов 

хозяина (антилизоцимная, антикарнозиновая, антипептидная, антииммуноглобу-

линовая активность) и биопленкообразованием.    

Установлено регулирующее влияние различных концентраций ионов желе-

за в среде на уровень антилизоцимной активности и продукции железосвязыва-

ющих соединений у штаммов с генами clbBN и iucBC, а также бактериостатиче-

ское действие ряда антибиотиков с карнозином и лизоцимом по принципу соче-

танного эффекта. 

Продемонстрировано, что использование оригинальных праймеров для  

выявления детерминант хелаторов железа (iucBC, clbBN) и ингибиторов лизоци-

ма (ivyС, pliС и espC) методом мультиплекс-ПЦР позволяет проводить ускорен-

ное, высокочувствительное выявление в популяции условно-патогенных энте-

робактерий штаммов с персистентным и патогенным потенциалом (патент РФ № 

2662930).  

Теоретическая и практическая значимость исследования 

Результаты исследования имеют как теоретическое, так и практическое 

значение. Полученные в работе данные расширяют представление о персистент-

ном и патогенном потенциале штаммов с генами хелаторов железа в популяции 

условно-патогенных кишечных энтеробактерий.  
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Сконструированные в ходе исследования оригинальные праймеры позво-

лили провести скрининг генетических детерминант clbBN и iucBC и сформиро-

вать представление об их фактическом распределении в популяции кишечных 

энтеробактерий жителей Оренбургской и Тюменской областей, а также устано-

вить региональные особенности распределения данных генов.  

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 № 2662930).      

В базу данных GenBank были депонированы 6 геномов штаммов, собран-

ные 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 колибактина и аэробактина.  

Выявленный эффект влияния уровня ионов железа в среде на антилизо-

цимную активность и продукцию железосвязывающих соединений энтеробакте-

риями с генами clbBN и iucBC, а также установленный результат сочетанного 

действия лизоцима или карнозина с антимикробными препаратами открывает 

перспективу разработки современных антибактериальных средств. 

Родоспецифичные праймеры и разработанная тест-система определения 

персистентного и патогенного потенциала условно-патогенных энтеробактерий 

методом мультиплекс-ПЦР внедрена в работу ИКВС УрО РАН (акт внедрения № 

01-01-01-13/192 от 24.09.24) и ФГБОУ ВО Тюменского ГМУ Минздрава России 

(акт внедрения №19 от 13.09.2024).  

Методология и методы исследования 

Основным методологическим принципом работы явился инфектологиче-

ский подход в изучении генотипических и фенотипических профилей энтеробак-

терий с генетическими детерминантами clbBN и iucBC. Для достижения цели и 

решения поставленных задач автором проведен комплексный анализ с использо-

ванием общепризнанных апробированных и современных микробиологических и 

молекулярно-генетических методов. Все исследования одобрены локальным ко-

митетом по биоэтике ИКВС УрО РАН (Протокол №6 от 25.11.2022). 

Положения, выносимые на защиту 

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

и iucBC характеризуются наличием генотипических и фенотипических призна-

ков продукции железосвязывающих соединений, гемолитической активности и 

протеазной активности в отношении антимикробных факторов хозяина, что поз-

воляет их использовать в качестве маркеров персистентного и патогенного по-

тенциала условно-патогенных энтеробактерий. 
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2. Разработанная мультиплекс-ПЦР микробиологическая тест-система с 

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

обеспечивает одновременное скрининговое выявление штаммов с персистент-

ным и патогенным потенциалом в популяции условно-патогенных энтеробакте-

рий. 

Степень достоверности и апробация результатов работы 

Достоверность полученных результатов диссертации основана на доста-

точном объеме выборки и использовании современных бактериологических, 

масс-спектрометрических, молекулярно-генетических методов исследования с 

использованием сертифицированного оборудования, программного обеспечения 

для биоинформатического и статистического анализов полученных данных. 

Диссертация апробирована на заседании Ученого совета ФБУН ОФИЦ 

УрО РАН, Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза УрО РАН (прото-

кол № 8 от 26 июня 2025). 

Автор является лауреатом премии губернатора Оренбургской области для 

талантливой молодежи (2018, 2022). Результаты исследований были представле-

ны на Международной выставке «Биоиндустрия», удостоены золотой медали 

(Санкт-Петербург, 2017); Всероссийской молодежной научной школе-

конференции с международным участием «Микробные симбиозы в природных и 

экспериментальных экосистемах» (Оренбург, 2017, 2021); Всероссийской науч-

ной конференции с международным участием «Персистенция и симбиоз микро-

организмов» (Оренбург, 2018, 2023); XII Российско-китайской конференции по 

медицинской микробиологии, иммунологии и фармакологии XXVIII Кашкин-

ские чтения (Санкт-Петербург, 2025). 

Личное участие автора 

Личный вклад соискателя состоит в непосредственном участии на всех эта-

пах диссертационного исследования. Основная идея и планирование научной 

работы, формулировка цели и задач, определение методологии и общей концеп-

ции диссертационного исследования проводились совместно с научным руково-

дителем д.м.н., доцентом Е.В. Ивановой. Получение и интерпретация данных 

исследований осуществлялись совместно с сотрудниками лаборатории инфекци-

онной симбиологии ИКВС УрО РАН (зав. лабораторией - д.м.н., доцент Иванова 

Е.В.). Секвенирование штаммов совместно с сотрудниками ЦКП ИКВС УрО 

РАН (зав. ЦКП – к.м.н., доцент Плотников А.О.). Статистическая обработка пер-

вичных данных, интерпретация и анализ полученных результатов, написание и 

оформление рукописи диссертации осуществлялось соискателем лично. 

Публикации по теме диссертации. Основные положения диссертации от-

ражены в 9 печатных работах. Из них 2 статьи в научных изданиях, индексируе-

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

данных Scopus, перечень которых определен в соответствии с рекомендациями 

ВАК; а также 3 статьи – РИНЦ, 1 тезисы и 1 патент на изобретение РФ.  
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Связь работы с научными программами. Диссертационное исследо-

вание выполнено в рамках темы НИР ОФИЦ УрО РАН «Роль микробного фак-

тора в функционировании физиологических систем организма человека» (2016-

2021 г., № гос. регистрации 116021510073), «Исследования симбиотических си-

стем 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 табли-

цами и 23 рисунками. Диссертация состоит из введения, обзора литературы, гла-

вы с описанием материалов и методов исследования, 3 глав результатов соб-

ственных исследований, заключения, выводов, практических рекомендаций, пер-

спектив дальнейшей разработки темы, списка сокращений, списка литературы, 

включающего 177 источников, из которых 57 – отечественных, 120 - зарубеж-

ных. 

Благодарности. Автор выражает глубокую и искреннюю благодарность 

научному руководителю д.м.н. Е.В. Ивановой за внимание и всестороннюю под-

держку на всех этапах работы. Автор признателен сотрудникам лаборатории ин-

фекционной симбиологии ИКВС УрО РАН: академику РАН О.В. Бухарину, 

д.м.н. Н.Б. Перуновой, д.м.н. Чайниковой И.Н., к.м.н. С.В. Андрющенко и к.б.н. 

А.В. Бекпергеновой за помощь на всех этапах работы. Особую благодарность 

автор выражает заведующему ЦКП ИКВС УрО РАН – к.м.н. Плотникову А.О. и 

его сотрудникам за помощь в секвенировании геномов энтеробактерий.  

 

ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

Материалы и методы 

Материалом для исследования послужили 300 штаммов энтеробактерий от 

условно здоровых жителей Оренбургской и Тюменской областей, в том числе 

253 копроштамма и 47 уроштаммов из мочи и спермоплазмы мужчин с хрониче-

ским простатитом.  В работе были использованы штаммы бактерий  коллекции 

ГИСК им Л.А. Тарасевича (E. coli M-17 и E. coli K-12), ВКПМ ФГУП ГосНИИ 

«Генетика» (E. coli LEGM-18), а также из коллекции Института клеточного и 

внутриклеточного симбиоза УрО РАН (K. pneumoniae ICIS-278, K. pneumoniae 

ICIS-277 и E.coli ICIS7).  

Идентификация микроорганизмов. Идентификацию энтеробактерий про-

водили с помощью масс-спектрометра VITEK MS (bioMerieux, Франция). Фило-

генетический анализ проводили  на основе триплексной ПЦР  (Clermont et al., 

2000). Конструирование оригинальных праймеров осуществлено на основе базы 

данных «GenBank» («National Library of Medicine», США). Подтверждение спе-

цифичности производилась с помощью сервиса Standard Nucleotide BLAST 

(«National Library of Medicine», США) по базе данных NCBI.
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Реакция ПЦР проводилась в ДНК-амплификаторе «Терцик МС-2» (Россия). По-

лучаемые ампликоны подвергались агарозному гель-электрофорезу (Bio-Rad, 

Sub-Cell GT, США).  

Скрининг микроорганизмов на способность секретировать хелаторы же-

леза производился путем посева штаммов на специфическую среду, содержащую 

краситель хромазурол S (CAS агар) (Brian C et al., 2011). Количественное опре-

деление сидерофорных единиц (Schwyn, Neilands,1987). Патогенные свойства 

изучали путем определения гемолитической активности (Биргер М.О. и 

др.,1982), протеазной активности (Нетрусов А.И. 2005). Факторы персистенции 

оценивались по определению антилизоцимной активности (АЛА) и антикарно-

зиновой активности (АКрА) (Бухарин О.В., 1999), антииммуноглобулиновой 

активности (АиГА) (Бухарина О.В. с соавт. 2005), биопленкообразования (БПО) 

(G. O'Tool, 1999) и антипептидной активности (АПА) (Бухарин О.В., 2011). Чув-

ствительность к антимикробным препаратам штаммов определяли диско-

диффузионным методом («НИИЭМ имени Пастера», Санкт-Петербург, Россия) 

согласно Рекомендациям МАКМАХ «Определение чувствительности микроор-

ганизмов к антимикробным препаратам (2021 г.)», а также с использованием 

тест-системы Сенсилатест Г-(I) (Erba Mannheim, Чехия). Регуляцию биологиче-

ских свойств энтеробактерий ионами железа проводили с использованием среды 

М9, в которой создавали различные концентрации железа при добавлении реа-

гентов 2,2 дипиридил (50 мкМ) и Fe2SO4 * 7H2O. Сочетанное влияние лизоцима 

и карнозина с антибиотиками проводили с использованием диско-

диффузионного метода с предварительным внесением в питательный агар по 1,0 

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

Молекулярно-генетические методы. Материалом для секвенирования по-

служили штаммы E. coli ICIS7, K. pneumoniae ICIS-278, K. pneumoniae ICIS-277. 

Для сравнительного анализа геномов микроорганизмов были использованы ан-

нотированные геномы бактерий E. coli M-17, E. coli LEGM-18 и K. pneumoniae 

MGH 78578. Выделение хромосомной ДНК проводили по стандартному протоко-

лу фенол-хлороформной экстракции. Полногеномное секвенирование штаммов 

было осуществлено на платформе MiSeq («Illumina», США). Аннотация и пер-

вичный анализ набора генов известных гомологов в полученных сборок осу-

ществлен с помощью on-line инструментов RAST (коллаборация NMPDR, США) 

и AntiSMASH.  Итоговая аннотация полученных геномов выполнена в базе дан-

ных NCBI GenBank (NIH, США). Анализ генов синтеза и транспорта колибакти-

на и аэробактина проводился с использованием программного обеспечения 

SeqBuilder (США). 

Статистические методы исследования проводили с использованием паке-

та прикладных программ Microsoft Excel и «STATISTICA 10.0». Результаты ис-

следований представлены в виде M±m, где М - средняя арифметическая, m - 

стандартная ошибка средней. Статистически значимыми считали изменения при 

p<0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Скрининг генетических детерминант clbBN и iucBC среди штаммов 

энтеробактерий из Оренбургской и Тюменской областей 

Для скрининга детерминант хелаторов железа у штаммов энтеробактерий 
были разработаны праймеры родоспецифичного диапазона для выявления генов 
аэробактина (iucBC) и колибактина (clbBN) с длиной ампликонов до 200 пар нук-
леотидов и сходной температурой отжига детерминант (Таблица 1). 

  

Таблица 1 – Параметры сконструированных генов clbBN и iucBC 

 
 

Результат применения разработанного метода с использованием ориги-
нальных праймеров для определения генов clbBN и iucBC у референтных штам-
мов K. pneumoniae ICIS-278, E. coli К-12, E. coli M-17, E. coli ЛЭГM-18 представ-
лен на рисунке 1. 

 

 
Рисунок 1 - Результат электрофореза ампликонов после тестирования 

программы ПЦР для выявления генов А) аэробактина и Б) колибактина у энте-
робактерий; MW- линейка молекулярных масс «100 bp» (ООО «Лаборатория 
Медиген», Россия) 

А) Б) 
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Далее сконструированные праймеры были протестированы на кишечных 
штаммах E. coli и K. pneumoniae, изолированных от условно здоровых жителей 
Оренбургской и Тюменской областей (Рисунок 2). 

 
 

 

Рисунок 2 – Частота встречаемости генетических детерминант clbBN и 

iucBC у штаммов E. coli (А, В) и K. pneumoniae (Б, Г), выделенных из кишечника 

условно здоровых лиц Оренбургской (А, Б) и Тюменской (В, Г) областей.  

 

В результате были получены новые данные о широкой частоте встречаемо-

сти генов аэробактина и колибактина (40,0-82,0%) в популяции кишечных энте-

робактерий, а также выявлены региональные особенности их распределения. 

Среди культур E. coli и K. pneumoniae, выделенных из кишечника жителей Орен-

бургской области преобладали штаммы с генами clbBN, а в Тюменской области – 

с генами iucBC. Для дифференцировки патотипической и комменсальной группы 

штаммов E. coli с генами clbBN и iucBC был использован филогенетический ана-

лиз, который показал, что в 59,2-70,9 % случаев культуры E. coli с различными 

комбинациями генов clbBN и iucBC в обоих регионах относились к патотипиче-

ской группе (В2 и D). Напротив, в комменсальных группах (A и B1), не зависимо 

от области, наибольшую долю занимали штаммы отрицательные по наличию 

генов clbBN и iucBC. 
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Анализ геномов энтеробактерий, положительных и отрицательных по   

генетическим детерминантам clbBN и iucBC 

Анализ результатов секвенирования геномов референтных энтеробактерий 
позволил подтвердить положительные результаты мультиплекс-ПЦР с использо-
ванием разработанных праймеров. У культур, положительных по детерминантам 
clbBN и iucBC, в геноме установлено наличие генов биосинтеза и транспорта 
аэробактина/колибактина, а у штаммов отрицательных по исследуемым генам - 
их отсутствие (Таблица 2). В качестве типовых штаммов были использованы 
культуры E. coli М-17 (clbBN+ iucBC-), E. coli LEGM-18 (clbBN- iucBC+), E. coli 
ICIS7 (clbBN+ iucBC+), а также штамм E. coli K-12, не имеющий данных генов. 
Среди штаммов K. pneumoniae для секвенирования была отобрана культура ICIS-
278, носитель генов как clbBN, так и iucBC.  В качестве сравнения был использо-
ван геном штамма K. pneumoniae MGH 78578, отрицательного по двум детерми-
нантам. Помимо этого, проведен анализ генов, кодирующих синтез и транспорт 
колибактина и аэробактина с использованием программного обеспечения 
SeqBuilder, который подтвердил гомологичность как набора генов колибактина и 
аэробактина, так и взаимного расположения детерминант у штаммов семейства 
энтеробактерий (E. coli и K. pneumoniae) на примере секвенированных штаммов 
E. coli ICIS7, а также K. pneumoniae ICIS- 278 (Рисунок 3).  

 
Рисунок 3 – Локусы детерминант синтеза и транспорта колибактина (А) и 

аэробактина (Б) штаммов E. coli ICIS7 и K. pneumoniae ICIS-278 

 
Кроме того, анализ данных секвенирования геномов позволил установить, 

что штаммы E. coli и K. pneumoniae, помимо генов, кодирующие хелатирующие 
вещества, также имеют широкий набор генов ингибиторов лизоцима. Так, в ге-
номе K. pneumoniae ICIS-278 (clbBN+iucBC+) выявлено 4 гена ингибиторов ли-
зоцима (ivyС, mliC, pliC и lprI), а в геноме K. pneumoniae MGH 78578 (clbBN-
iucBC-) – только 2 детерминанты (ivy и mliC), (Таблица 3). У штаммов с генами 
clbBN (E. coli М-17) и его комбинации с генами iucBC (E. coli ICIS7) установлен 
ген энтеротоксина, являющийся неспецифическим ингибитором лизоцима 
(espC). 
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Следует отметить, что в геномах штаммов энтеробактерий, положительных 

по генам clbBN и iucBC, обнаружены гены факторов патогенности (sfaD, hlyA, 

sinH) и резистентности к антимикробным препаратам (pmrA, ampC), которые 

отличают их от геномов культур энтеробактерий, отрицательных по исследуе-

мым детерминантам. Таким образом, выявлены особенности генома энтеробак-

терий с детерминантами clbBN и iucBC, характеризующиеся наличием генов ин-

гибиторов лизоцима (ivy, mliC, pliC, lprI и espC), факторов патогенности (sfaD, 

hlyA, sinH) и резистентности к антимикробным препаратам (pmrA, ampC). 

Фенотипическая характеристика продукции хелаторов железа, факторов 

персистенции и патогенности энтеробактерий с генами clbBN и iucBC 

Определение способности энтеробактерий секретировать хелаторы железа 

с использованием чашечного (CAS агар) и фотометрического метода позволили 

установить данное свойство у 78,0-82,0 % культур E. coli, имеющих гены 

clbBN/iucBС или их сочетание, и у всех штаммов K. pneumoniae с генами 

clbBN/iucBС. У штаммов с генами clbBN/iucBС на CAS агаре диаметр хелатиру-

ющей активности составлял 11,0-17,0 мм, а при сочетании обоих генов – диаметр 

достигал средних значений 21,0±3,0 мм (p <0,05). Использование жидкой CAS 

среды подтвердило результаты качественного метода. Так, наибольшие значения 

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

носителей обоих генов (более 41 единиц продукции сидерофоров, при p<0,05). 

Низкие значения концентрации хелаторов железа в среде зарегистрированы у 

штаммов отрицательных по методу ПЦР на генетические детерминанты коли-

бактина и аэробактина (ниже 20 единиц продукции сидерофоров). 

Далее у культур E. сoli и K. pneumoniae с отсутствием/наличием генов clbBN 

и iucBC были изучены персистентные свойства (АЛА, АПА, АИгА, АКрА) и 

биопленкообразующая активность. Установлено, что среди исследуемых штам-

мов, независимо от наличия у них генов clbBN и iucBC, преобладающее боль-

шинство культур образовывали биопленки (в 96,0±3,5% - 97,0±7,5% случаев), 

проявляли антилизоцимную (в 87,0±6,4%-98,0±10,9% случаев) и антипептидную 

активность в отношении TNFα (в 73,0±5,3%-76,0±6,6% случаев).  Штаммы E. сoli 

и K. pneumoniae, обладающие генами clbBN и iucBC в сравнении с исследуемыми 

культурами без данных генов, чаще проявляли АПА в отношении IL-10 

(88,0±5,3% и 41,0±4,7% соответственно), АКрА (97,0±8,5% и 78,0±6,2% соответ-

ственно) и АИгА в отношении IgG (51,0±7,6% и 4,0±1,7% соответственно) 

(p<0,05).  

Анализ выраженности биопленкообразования и персистентных свойств ис-

следуемых культур E. сoli и K. pneumoniae позволил установить достоверно бо-

лее высокие значения уровней БПО, АЛА, АПА в отношении TNFα, АИгА в от-

ношении IgG и IgМ, АКрА у штаммов энтеробактерий (clbBN+iucBC+) в срав-

нении со штаммами (clbBN-iucBC-) (Таблица 4). 
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Таблица 4 - Персистентный профиль штаммов E. coli и K. pneumoniae поло-

жительных и отрицательных по генетическим детерминантам clbBN и iucBC 

 
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-) 

 

Установлено, что все штаммы, обладающие гемолитической активностью, 

являлись носителями генетических детерминант clbBN и его комбинации с 

iucBC. Кроме того, более высокий уровень протеолитической активности опре-

делялся у штаммов с комбинацией генетических детерминант clbBN и iucBC, по 

сравнению с уровнем признака у штаммов без исследуемых детерминант (2,9±0,7 

мг/мин*мл против 1,2±0,2 мг/мин*мл, при р<0,05). Кроме того, у кишечных изо-

лятов E. сoli и K. pneumoniae была изучена чувствительность к антимикробным 

препаратам различных фармакологических групп. У штаммов кишечной палочки 

с комбинацией детерминант clbBN и iucBС устойчивость отмечалась к восьми 

антибактериальным препаратам, при этом доля антибиотикорезистентных штам-

мов изменялась в диапазоне 13,63±1,2%-36,4±2,1% при р<0,05. Среди штаммов 

K. pneumoniae с генами clbBN и iucBС, высокий процент устойчивых штаммов 

отмечен к ампициллину (87,5±3,4%) и к цефазолину (50±5,3%), а также к таким 

антибактериальным препаратам как цефуроксим, колистин и ципрофлоксацин 

(12,5±2,1%), (р˂0,05).  

Таким образом, штаммы E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерми-

нантами clbBN и iucBC характеризуются выраженной способностью к продукции 

хелаторов железа и наличием протеазной активности в отношении антимикроб-

ных факторов хозяина, а также антибиотикорезистентностью, что позволяет их 

использовать в качестве маркеров персистентного и патогенного потенциала 

условно-патогенных энтеробактерий.    
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Регуляция персистентных свойств и продукции железосвязывающих  

соединений у штаммов энтеробактерий ионами железа (II) 

На следующем этапе исследований было изучено влияние различных кон-
центраций ионов железа на рост, биопленкообразование, антилизоцимную ак-
тивность и продукцию железосвязывающих соединений у штаммов E. coli и K. 
pneumoniae положительных и отрицательных по генетическим детерминантам 
clbBN и iucBC (Таблица 5).  

 
Таблица 5 – Влияние ионов железа на биологические свойства штаммов E. 

coli и K. pneumoniae c различными комбинациями генов clbBN и iucBC 

 
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%; «-» - снижение признака,  «+» - увеличе-
ние признака; * -p˂0,05 в сравнении с показателями у штаммов E. coli и K. 
pneumoniae, выращенных на среде М9. 
 

В результате установлено, что на среде без доступных ионов железа (с до-
бавлением химического хелатора - 2,2 дипиридила) отмечалось наибольшее уве-
личение уровня АЛА у штаммов E. coli и K. pneumoniae c генами clbBN и iucBC. 
На среде, насыщенной ионами железа (М9+Fe), происходит снижение уровня 
АЛА у всех штаммов, независимо от присутствия генов колибактина и аэробак-
тина, (р<0,05). Рост и БПО существенно не изменялись у штаммов, выращенных 
на средах с различными концентрациями ионов железа. Синтез железосвязыва-
ющих соединений у штаммов E. coli и K. pneumoniae, выращенных на среде без 
доступных ионов железа, с генетическими детерминантами колибактина и аэро-
бактина, усиливался более чем в 2 раза. 
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Сочетанное влияние карнозина и лизоцима с антимикробными  

препаратами в отношении штаммов K. pneumoniae с генами clbBN и iucBC 

Учитывая наличие хелатирующих свойств у дипептида карнозина и кати-

онного белка лизоцима, нами было изучено их сочетанное влияние с антимик-

робными препаратами в отношении штаммов K. pneumoniae с детерминантами 

clbBN и iucBC. Полученные результаты позволили установить увеличение диа-

метра 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%). Срав-

нительный анализ комбинаций с карнозином показал его способность усиливать 

действие антибиотиков в отношении штаммов K. pneumoniae: установлено уве-

личение 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%. В комбинации 

карнозина с цефтриаксоном и ципрофлоксацином отмечалось изменение рези-

стентности культур к антибиотику на чувствительный вариант (до 25,0 - 27,0 

против 18,0-18,5 мм; 23,0-24,5 мм против 10,0-11,0 мм соответственно). Таким 

образом, выявлено сочетанное бактериостатическое действие карнозина и лизо-

цима с антибактериальными препаратами в отношении условно-патогенных эн-

теробактерий, что открывает перспективу разработки комбинированных анти-

бактериальных средств для борьбы с энтеробактериями, обладающих перси-

стентным и патогенным потенциалом. 

Разработка тест-системы определения персистентного и патогенного 

 потенциала энтеробактерий методом мультиплекс-ПЦР  

На основе выявленных особенностей генотипического и фенотипического 

профиля штаммов E. coli и K. pneumoniae с генетическими детерминантами 

clbBN и iucBC, следующим этапом работы стала разработка тест-системы опре-

деления персистентного и патогенного потенциала энтеробактерий методом 

мультиплекс-ПЦР, включающая определение детерминант хелаторов железа 

(clbBN, iucBС) и генов ингибиторов лизоцима (ivyC, pliC и espC). Для отработки 

тест-системы были использованы штаммы E. coli К-12 (clbBN- iucBC-) и K. 

pneumoniae ICIS-278 (clbBN+iucBC+) (Рисунок 4). Электрофорез продуктов ам-

плификации, выполненной с использованием праймеров к генам clbBN, iucBC, 

pliC, ivyC продемонстрировал наличие фрагментов ожидаемых длин н.п. у поло-

жительных контролей. Ложноположительных результатов не выявлено. Разра-

ботка тест-системы с использованием оригинальных праймеров clbBN, iucBC, 

pliC. ivyC и espC для одновременного выявления маркеров персистенции и пато-

генности энтеробактерий по единому алгоритму амплификации позволяет усо-

вершенствовать технику, повысить информативность и упростить процедуру 

анализа генетического профиля энтеробактерий с персистентным и патогенным 

потенциалом. 
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Рисунок 4 - Результаты электрофореза ампликонов после тестирования 

тест-системы для выявления генов переплазматического ингибитора лизоцима 

(pliC), колибактина (clbBN), аэробактина (iucBC) и ингибитора лизоцима позво-

ночных 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) 

 

ВЫВОДЫ 

1. Установлена высокая частота встречаемости генов колибактина и аэро-

бактина (40,0-82,0%) в популяции кишечных энтеробактерий, выделенных от 

жителей Оренбургской и Тюменской областей, и выявлены региональные осо-

бенности распределения данных генов среди штаммов E. coli, которые в 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 ингибито-

ров лизоцима (ivyC, pliC, mliC, espC, lprI), факторов патогенности (sfaD, hlyA, 

sinH) и резистентности к антимикробным препаратам (pmrA, ampC), по сравне-

нию со штаммами без исследуемых детерминант.  

3. Фенотипические свойства штаммов E. coli и K.  pneumoniae с генами 

clbBN и iucBC характеризовались наличием гемолитической и протеазной  
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активностей, антибиотикорезистентностью (р<0,05) и более высокими значения-

ми 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 ак-

тивности и продукции железосвязывающих соединений у штаммов энтеробакте-

рий с генетическими детерминантами колибактина и аэробактина. 

5. Сочетанное применение лизоцима или карнозина с антимикробными 

препаратами приводит к усилению действия ряда антибиотиков: лизоцим в ком-

бинации с цефтриаксоном, ципрофлоксацином и цефуроксимом, а также карно-

зин с цефтриаксоном и ципрофлоксацином приводят к изменению антибиотико-

резистентности культур на чувствительный вариант. 

6. На основе выявленных особенностей генотипического и фенотипическо-

го профиля разработана тест-система мультиплекс-ПЦР для выявления маркеров 

персистенции и патогенности условно-патогенных энтеробактерий с использова-

нием 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 среди условно-

патогенной микробиоты хозяина штаммы с патогенным и персистентным потен-

циалом, 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, кодирую-

щих факторы персистенции и патогенности. 
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MALDI- мatrix Assisted Laser Desorbtion/Ionization  
mliC – membrane-bound lysozyme inhibitor of C-type lysozyme (мембранно-
связанный ингибитор лизоцима с-типа) 
pliC - periplasmic lysozyme inhibitor of c-type (переплазматический ингибитор 
лизоцима с-типа) 
RAST - автоматизированный сервис для аннотирования полных или  
почти полных бактериальных и архейных геномов  

TNFα – Фактор некроза опухоли альфа 
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потенциала энтеробактерий с генетическими детерминантами хелаторов железа: 

автореферат диссертации на соискание ученой степени кандидата биологических 

наук: 1.5.11. Микробиология/ Здвижкова Ирина Александровна. – Оренбург, 

2025. – 24с. 


