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В последние годы увеличилась частота встречаемости возбудителей, ранее относившихся к сапрофитной флоре, в 
респираторном тракте больных муковисцидозом. Целью исследования являлась детекция некоторых генов вирулент-
ности родов Chryseobacterium, Elizabethkingia и Empedobacter, выделенных от пациентов с муковисцидозом из разных 
регионов Российской Федерации. Задачей исследования являлось обнаружение генов нейраминидазы, гиалуронида-
зы, коллагеназы, эластазы, фосфолипазы, уреазы и гемолизина у изучаемых бактерий. Использованы 17 штаммов 
бактерий, относящихся к видам Chryseobacterium arthrosphaerae, Chryseobacterium gleum, Elizabethkingia meningoseptica, 
Elizabethkingia anopheles и Empedobacter falsenii. ДНК выделяли при помощи готовой реакционной смеси 5X ScreenMix 
(ЗАО «Евроген»), предназначенной для проведения полимеразной цепной реакции с последующим обнаружением 
продуктов амплификации методом горизонтального гель-электрофореза. Установлено, что штаммы родов 
Chryseobacterium, Elizabethkingia, Empedobacter являются носителями большого числа генов вирулентности, могут про-
являть патогенные свойства и участвовать в хроническом инфекционном процессе респираторного тракта больных 
муковисцидозом. 
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In recent years, the frequency of occurrence of pathogens previously related to saprophytic flora in the respiratory tract of 
patients with cystic fibrosis has increased. The study was aimed at detection of some virulence genes responsible for the 
expression of enzymes involved in the colonization and persistence of certain bacterial species of the genera Chryseobacterium, 
Elizabethkingia and Empedobacter isolated from patients with cystic fibrosis from different regions of the Russian Federation. 
The objective of the research was to detect the gene of sialidase, hyaluronidase, collagenase, elastase, phospholipase, urease 
and hemolysin in the studied bacteria and to conclude about the ability of bacteria to participate in the infectious process. 17 
strains of bacteria belonging to the genera Chryseobacterium, Elizabethkingia and Empedobacter were used. DNA was isolated 
using a ready-made reaction mixture 5X ScreenMix (CJSC “Eurogen”), designed for PCR with subsequent analysis on gel 
electrophoresis. Strains of the genera Chryseobacterium, Elizabethkingia, Empedobacter are carriers of a large number of 
virulence genes, can be pathogens and participate in the chronic infectious process of the respiratory tract of patients with cystic 
fibrosis.
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О
дним из самых распространенных генетических забо-

леваний является муковисцидоз (МВ) [1]. Он характе-

ризуется рядом полиорганных нарушений, в т.ч. нарушения-

ми мукоцилиарного клиренса, связанного с мутацией гена 

CFTR, что влечет за собой хроническое обсеменение дыха-

тельных путей бактериями, грибами и вирусами. Это являет-

ся главной причиной смертности среди пациентов [2].

В последние годы увеличилась частота встречаемости 

возбудителей, ранее относившихся к сапрофитной флоре, в 

респираторном тракте больных МВ. Особенно усиливается 

роль представителей порядка Flavobacteriales, которые от-

носятся к группе неферментирующих грамотрицательных 

микроорганизмов [3]. Среди данного порядка особый инте-

рес вызывают близкородственные бактерии родов 

Chryseobacterium, Elizabethkingia и Empedobacter.

Эта группа бактерий характеризуется устойчивостью к 

физико-химическим факторам окружающей среды [4], на-

личием природной резистентности ко многим антимикроб-

ным препаратам [5], а также способностью вызывать серьез-

ные заболевания у людей с хроническими инфекциями и 

иммунодефицитными состояниями [6, 7]. 

Несмотря на участившиеся случаи инфекций, вызванных 

бактериями данных родов, их факторы вирулентности недо-

статочно изучены, нет систематизированных данных об их 

роли в инфекционном процессе и особенностях клинических 

проявлений.

В микробиологии все факторы вирулентности бактерий 

разделяют на 4 группы, каждая из которых ответственна за 

определенные свойства микроорганизмов [8, 9]. В одну из 

групп входят токсины и токсические продукты, разделенные 

на подгруппы в соответствии с механизмом действия, кото-

рые способны вызвать патологические изменения в органах 

и тканях макроорганизма [10]. Бактериальные экзофермен-

ты и экзотоксины, такие как гиалуронидаза, коллагеназа и 

фосфолипаза, способны разрушать внеклеточный матрикс, 

а также плазматическую мембрану эукариот с помощью ги-

дролиза или за счет формирования пор [11] и нарушения 

транспортов ионов через плазмолемму [12–15]. Фермент 

уреаза способствует выживаемости за счет повышения рН 

окружающей среды и повреждения эпителиальных клеток 

[16, 17]. Лецитиназа может вызывать гемолиз и разрушение 

мембран, что приводит к лизису клеток [18, 19]. 

Целью исследования являлась детекция некоторых 

генов вирулентности родов Chryseobacterium, Elizabethkingia 

и Empedobacter, выделенных от пациентов с МВ из разных 

регионов Российской Федерации.

Задачей исследования было обнаружение генов нейрами-

нидазы, гиалуронидазы, коллагеназы, эластазы, фосфоли-

пазы, уреазы и гемолизина у изучаемых бактерий.

Материалы и методы

Были исследованы 17 штаммов бактерий, относящихся к 

родам Chryseobacterium, Elizabethkingia и Empedobacter, вы-

деленных от пациентов с МВ из разных регионов Российской 

Федерации. Микроорганизмы выделены из респираторного 

тракта пациентов. Сбор и транспортировку респираторных 

образцов от пациентов с МВ осуществляли в соответствии с 

методикой, изложенной в «Руководстве по микробиологиче-

ской диагностике инфекций дыхательных путей у пациентов 

с муковисцидозом» [20]. Биологический материал был со-

бран самими пациентами или при помощи среднего меди-

цинского персонала. Респираторные образцы были пред-

ставлены свободно отделяемой мокротой и мазками со сли-

зистой глубоких отделов задней стенки глотки. Первичный 

посев осуществляли на поверхности чашек Петри с 5%-м 

кровяным агаром с использованием техники посева «штри-

хом» с последующим инкубированием в термостате при 

температуре 37°C в течение 24 ч [20]. Бактерии идентифици-

ровали с помощью времяпролетной масс-спектрометрии с 

матрично-ассоциированной лазерной десорбцией/ионизаци-

ей MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, США) с использованием 

прибора Microflex и программного обеспечения MALDI 

Biotyper 3 RTC (Bruker Daltonics, Германия). Масс-

Таблица 1. Характеристика генов и праймеров, применяемых в исследовании

Table 1. Characteristics of the genes and primers used in the study

Ген, кодирующий синтез фермента / 
The gene encoding enzyme synthesis

Название фермента / 
The name of the enzyme

Прямой/обратный праймер / 
Forward/Reverse Primer

Молекулярный вес / 
Molecular weight

f2z28_rs08635 Нейроминидаза / Neurominidase GAACATGTACCGCCTTCCCA 945

AGAGGCATTGAGTTCCACCG

bstab16_rs23140 Гиалуронидаза / Hyaluronidase AGCAATGAGCGTAAAACGCAA 985

TTCCGTGCCCTAACTCATGT

e5165_rs04885 Коллагеназа / Collagenase ATCGAACTCATGTCTCCGGC 954

TGCCGATCCTGGAATATCGC

lasB Эластаза / Elastase AGCAATGAGCGTAAAACGCAA 985

TTCCGTGCCCTAACTCATGT

ureC Уреаза / Urease TTGGCGGTGGTAAAACCGTA 976

CTTCCCATCGCCTGAGAGTC

bbd35-rs01550 Гемолизин / Hemolysin AGCCGCCGAATTTTCAATCG 927

ATTCCCTCTGTACCCCCGAA

bbd35_rs12855 Фосфолипаза / Phospholipase AGATCCGGTAAGCGGAGAGA 987

GGCCCGAATACTTCCCAGTC
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спектрометрию проводили согласно протоколу, предложен-

ному производителем. При идентификации было обнаруже-

но 5 штаммов бактерии Chryseobacterium arthrosphaerae, 3 

штамма Chryseobacterium gleum, 3 штамма Elizabethkingia 

meningoseptica, 3 штамма Elizabethkingia anopheles и 3 штам-

ма Empedobacter falsenii. После идентификации микроорга-

низмы засевали на поверхность чашек Петри с 5%-м кровя-

ным агаром методом посева «штрихом» и инкубировали в 

термостате при температуре 37°C в течение 24 ч.

Анализ ДНК на наличие искомых генов проводили с по-

мощью готовой реакционной смеси 5X ScreenMix (ЗАО 

«Евроген»), предназначенной для проведения полимераз-

ной цепной реакции (ПЦР) с последующим анализом на 

гель-электрофорезе. В состав 5X ScreenMix входят: Taq 

ДНК-полимераза, смесь дезоксинуклеозидтрифосфатов, 

Mg2+ и реакционный буфер, а также красители для непо-

средственного нанесения реакционной смеси на гель при 

проведении электрофоретического анализа. Ввиду малой 

изученности бактерий порядка Flavobacteriales, в т.ч. их 

ферментативной активности и генов, кодирующих фермен-

ты, которые являются факторами патогенности, праймеры 

для проведения ПЦР были подобраны нами самостоятельно 

с использованием литературных данных о генетических осо-

бенностях микроорганизмов, имеющих общие филогенети-

ческие линии с бактериями изучаемого порядка. Праймеры 

были составлены с помощью сайта BLAST и синтезированы 

компанией ЗАО «Евроген» (табл. 1).

Маркером молекулярного веса являлся O’RangeRuler 100 

bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, США). Электрофорез 

проводили с помощью прибора горизонтального электрофо-

реза серии EC 12-13 (Biocom, Россия), детекцию продуктов 

ПЦР-амплификации в ультрафиолете осуществляли с ис-

пользованием трансиллюминатора UVT-1 (Biocom, Россия).

Было изучено наличие ряда генов, кодирующих фермен-

ты, которые являются факторами вирулентности. Ферменты 

относились к классу гидролаз, подклассу протеаз. Опреде-

ляли наличие генов коллагеназы, эластазы, нейраминида-

зы, гиалуронидазы, уреазы, гемолизина и фосфолипазы у 

исследованных бактерий.

Результаты исследования

Результаты проведенных исследований показали, что ис-

следуемые штаммы продуцируют от двух до семи факторов 

вирулентности (табл. 2).

Из 17 изученных штаммов у всех был обнаружен ген 

коллагеназы. Штаммовые различия по этому признаку от-

сутствуют, что может свидетельствовать о коллагеназной 

активности, присущей бактериям исследованных видов. 

Ген эластазы был обнаружен у большей части бактерий 

видов E. meningoseptica и E. anopheles, что может указы-

вать на общеродовую особенность. Внутри рода Chryseo-

bacterium отмечены небольшие штаммовые различия по 

наличию гена эластазы. Меньшее число штаммов с поло-

жительным результатом было зафиксировано для штам-

мов вида E. falsenii. Ген нейраминидазы оказался наибо-

лее слабо представлен в геномах изученных штаммов 

всех видов трех родов. Гиалуронидаза отмечена у всех 

штаммов вида E. falsenii, для видов E. meningoseptica и 

E. anopheles наблюдается штаммовая вариабельность. 

Наименьшее число штаммов, содержащих ген гиалурони-

дазы, было обнаружено у бактерий рода Chryseobacterium, 

а именно у вида C. arthrosphaerae. Гиалуронидаза в дан-

ном исследовании может быть рассмотрена как непосто-

янный признак, который варьирует у штаммов как внутри 

рода, так и внутри видов. Наличие гена уреазы имело 

штаммовые различия у бактерий родов Chryseobacterium 

и Elizabethkingia. Для изученных бактерий вида E. falsenii 

ген уреазы был зафиксирован только у одного штамма 

(рис. 1). Присутствие гена гемолизина было отмечено для 

большинства штаммов родов Chryseobacterium и 

Empedobacter, для бактерий рода Elizabethkingia наблюда-

ются как видовые, так штаммовые различия (рис. 2). У 

большинства штаммов бактерий рода Chryseobacterium 

обнаружен ген фосфолипазы, для бактерий рода Elizabeth-

kingia отмечены видовые и штаммовые различия, 33% 

штаммов E. falsenii имеют данный ген.

Можно сделать вывод, что гены коллагеназы, гемолизина 

и фосфолипазы могут быть характерными для целого се-

мейства Weeksellaceae, к которому относятся рода Chryseo-

bacterium, Elizabethkingia и Empedobacter. Эластаза, нейра-

минидаза, гиалуронидаза, уреаза проявили большую вариа-

бельность и могут быть характерны для одного рода, напри-

мер ген уреазы и эластазы, или варьировать между штам-

мами одного вида, как ген гиалуронидазы.

Обсуждение

Т.В.Фадеева и соавт. [21] описывали ферменты, участву-

ющие в разрушении тканей и клеток макроорганизма у бак-

Таблица 2. Количество штаммов с положительным результатом (абс./%)

Table 2. Number of strains with a positive result (abs./%)

Ген/Кодируемый фермент / 
The gene/Encoded enzyme

Виды бактерий / Bacterial species

C. arthrosphaerae C. gleum E. meningoseptica E. anopheles E. falsenii

e5165_rs04885 / Коллагеназа / Collagenase 5/100 3/100 3/100 3/100 3/100

lasB / Эластаза / Elastase 3/60 3/100 2/67 2/67 1/33

f2z28_rs08635 / Нейраминидаза / Sialidase 2/40 1/33 1/33 1/33 1/33

bstab16_rs23140 / Гиалуронидаза / Hyaluronidase 1/20 1/33 1/33 2/67 3/100

ureC / Уреаза 3/60 3/100 1/33 2/67 1/33

bbd35-rs01550 / Гемолизин / Hemolysin 4/80 3/100 1/33 2/67 3/100

bbd35_rs12855 / Фосфолипаза / Phospholipase 3/60 3/100 2/67 2/67 1/33
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терий Bacteroides fragilis, которые являются близкородствен-

ными для бактерий родов Chryseobacterium, Elizabethkingia и 

Empedobacter. Авторы описывали механизмы и действие 

ферментов на клетки восприимчивого организма. Показано 

действие коллагеназы, разрушающей коллагеновую струк-

туру соединительной ткани, нейраминидазы, которая спо-

собна к деструкции нейраминовой кислоты гликопротеинов 

плазмы и входящей в состав рецепторов поверхности кле-

ток слизистых оболочек. За разрушение гиалуроновой кис-

лоты, являющейся основным веществом соединительной 

ткани, ответствен фермент гиалуронидаза. Гемолизины и 

цитолизины обеспечивают микроорганизму преимущество 

при инвазии за счет цитотоксической и мембраноповрежда-

ющей активности данных ферментов, что непосредственно 

влияет на тяжесть течения заболевания при нозокомиаль-

ной и внебольничной бактериемии. Исследование за 2020 г. 

[22] также указывает на участие этих ферментов в инфекци-

онном процессе.

В работе 2022 г. [23] описаны 38 штаммов бактерий 

Chryseobacterium. Все исследуемые культуры имели фер-

мент гемолизин и были способны к гемолизу, что согласует-

ся с полученными нами данными. Также большинство ис-

следуемых штаммов C. gleum и E. meningoseptica показали 

наличие фермента лецитиназы, гиалуронидазы и эластазы, 

что подтверждает результаты наших исследований, а также 

согласуется с более ранними литературными данными [24]. 

В исследовании Shicheng, Soehnlen et al. [25] было обнару-

жено 44 гена, кодирующих различные факторы вирулентно-

сти бактерий E. meningoseptica, E. anophelis и Elizabethkingia 

miricola.

 Заключение

Исследуемые штаммы бактерий родов Chryseobacterium, 

Elizabethkingia и Empedobacter продуцируют от двух до семи 

факторов вирулентности, вследствие чего можно утверж-

дать, что данные бактерии имеют потенциальную возмож-

ность проявлять патогенные свойства [26] и участвовать в 

хроническом инфекционном процессе респираторного трак-

та больных МВ. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Нераскрытый потенциал бактериальных соединений и генов, 
связанных с токсином, вызывающим рак толстой кишки

In silico разработка генома обеспечивает легкий доступ к кластерам генов биосинтеза вторичных метаболитов (BGC), 

кодирующим биосинтез многих биологически активных соединений, которые являются основой для многих важных ле-

карств, используемых в медицине. Проанализировано 3889 геномов энтеробактерий и обнаружено 13 266 BGC, представ-

ленных 252 различными семействами BGC и 347 дополнительными одиночками. Анализ пангенома выявил 88 генов, пред-

положительно связанных со специфическим BGC, кодирующим связанный с раком толстой кишки колибактин, который ко-

дирует различные метаболические и регуляторные функции. Представленный рабочий процесс открывает возможность 

обнаружения новых вторичных метаболитов, лучшего понимания их физиологической роли и предоставляет руководство по 

идентификации и анализу наборов генов, связанных с BGC.

Mohite OS, et al. 

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

Synthetic and Systems Biotechnology. 2022;(7):900-10.


