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Возможные риски использования 
искусственного интеллекта / 
машинного обучения и автоматизированных 
экспериментов в области технологий, 
значимых для биологической безопасности

Х орошо известно, что использование 
искусственного интеллекта (ИИ) 

значительно сокращает время разработ-
ки различных биотехнологических про-
дуктов за счет быстрой обработки объ-
емных баз данных и предсказания на их 
основе результатов исследований. Вмес- 
те с тем доступность ИИ и алгоритмов 
машинного обучения для множества 
людей несет в себе риски использования 
данных технологий в злонамеренных 
целях. Прежде всего это касается опти-
мизации синтеза рекомбинантных бел-
ков, т.е. направления, достаточно хоро-
шо разработанного и применяемого для 
создания средств специфической профилактики (вакцин, иммуноглобулинов, моно-
клональных антител), терапевтических препаратов и диагностических средств. 

Для создания высокоточных диагностических средств, предназначенных для выяв-
ления биологических угроз, с успехом используется машинное обучение, которое 
позволяет идентифицировать новые мишени у патогенов и в ускоренном режиме 
создавать средства индикации. Это значимый процесс для повышения эффективно-
сти диагностической деятельности в целом, позволяющий в короткие сроки прини-
мать решение о методах купирования вспышек или эпидемических проявлений, а 
также быстро выявлять эксцессы, связанные с биологическим терроризмом.

Эффективность создания рекомбинантных белков с различными свойствами для 
терапевтических или профилактических целей также связана с ИИ и машинным обу-
чением, но имеет и свои риски. Доступность информации о структуре белков и генах 
токсических продуктов биологического происхождения позволяет в достаточно корот-
кие сроки создавать генно-инженерными методами продуценты данных компонентов, 
как нативных, так и с измененными свойствами, что существенно затрудняет выявле-
ние и идентификацию новых опасных агентов. В этом случае использование ИИ и 
машинного обучения будет эффективным инструментом несанкционированных раз-
работок. Опыт нашего института в области создания рекомбинантных токсинов в раз-
личных вариантах (нативного токсина или анатоксина) показывает, что такие разра-
ботки могут быть осуществлены в короткое время при достаточном уровне квалифи-
кации генных инженеров и соответствующем оснащении лаборатории. Так, сложная 
структура, например токсина змеи, может быть воспроизведена в продуценте на 
основе кишечной палочки в течении 1–2 мес. При современном использовании ИИ и 
машинного обучения такой процесс может быть значительно ускорен. 

Говоря о применении ИИ в борьбе с биотерроризмом и эффективном выявлении 
соответствующих угроз для предотвращения эксцессов, нужно обратить внимание на 
следующие уже устоявшиеся тенденции в данной области. ИИ позволяет быстро 
обрабатывать и анализировать большие объемы данных, выявлять признаки террори-

(Biosafety and biotechnological 
processes)
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стической активности и потенциальных биологических угроз, что позволяет своевре-
менно принимать меры противодействия. Это помогает службам безопасности опера-
тивно реагировать на происходящие события. Повсеместное внедрение систем виде-
онаблюдения с ИИ-анализом позволяет в реальном времени сканировать объекты на 
предмет подозрительных агентов, например оружия или опасных биологических 
веществ, при обнаружении которых система оповещает соответствующие инстанции.

Еще одним направлением использования ИИ в области биобезопасности является 
внедрение системы мер противодействия пропаганде и вербовке в интернет-про-
странстве, когда выявляется и анализируется экстремистский контент, что дает воз-
можность определять механизмы вербовки через социальные сети и мессенджеры. 
Выявление случаев вербовки или шантажа сотрудников учреждений, работающих с 
опасными патогенами и обладающими высокими компетенциями в области генной 
инженерии, является чрезвычайно актуальной задачей, и возможности использова-
ния ИИ в данной сфере только предстоит оценить и внедрить в практику противодей-
ствия радикальным группам. Прогнозирование и предотвращение атак с использова-
нием данных о поведении, активности и социальной среде потенциальных террори-
стов, ИИ помогает предсказывать вероятность несанкционированных биотехнологи-
ческих разработок, а также совершения биотеррористических актов. Инструменты ИИ 
также могут использоваться для прогнозирования технологического прорыва вероят-
ных противников и создания новых биотехнологических решений для выполнения 
задач и удовлетворения оперативных потребностей.

Одним из направлений внедрения ИИ в области биобезопасности является разра-
ботка норм и законов, которые регулируют использование ИИ в целях уменьшения 
рисков нарушения прав человека и предотвращения возможного злоупотребления 
технологиями. Существующая нормативно-правовая база не учитывает такие аспек-
ты использования ИИ в научных разработках, как: оценка потенциальных биологиче-
ских и технических рисков, связанных с использованием ИИ, включая возможное 
создание токсичных или патогенных молекул, ошибки в обработке результатов и 
заключениях; алгоритмы проведения лабораторного и клинического тестирования 
новых белков, спроектированных ИИ, для оценки их безопасности и функционально-
сти перед внедрением в практику; регламентация использования ИИ, включая мони-
торинг и документооборот, обеспечение прослеживаемости анализируемых данных и 
решений ИИ с обеспечением прозрачности алгоритмов, тестирование на безопас-
ность и функциональность, аудит и ограничение доступа к ИИ-системам; обеспечение 
информационной безопасности, в частности защита данных и алгоритмов ИИ от 
несанкционированного доступа и манипуляций; формирование механизма соблюде-
ния этических норм при использовании ИИ и машинного обучения, ответственность за 
нарушения, защита данных и прав личности. 

Несмотря на необходимость совершенствования нормативно-правовой базы в 
области ИИ в целом и в отношении его использования в научных разработках, фор-
мирование конкретных предложений по этому направлению требует решения вопроса 
о правосубъектности ИИ, возникающего из следующего правового противоречия: ИИ, 
обладая таким свойственным субъекту права свойством, как свобода принятия реше-
ний, выступает объектом права, к которому не применимы такие механизмы правово-
го регулирования, как уполномочивание, обязательные процедуры и аспекты разре-
шительной системы. Без решения вопроса о правосубъектности, позволяющего одно-
значно трактовать применимость механизмов реализации права к разработчикам ИИ, 
пользователям ИИ и собственно ИИ и распределения между ними ответственности за 
действия или бездействие ИИ и прав на результаты его деятельности, решение част-
ных вопросов изменения действующего законодательства в этой области не пред-
ставляется возможным. Это большое поле деятельности не только для специалистов 
в биобезопасности и биотехнологии, но и юристов-правоведов. Основные подходы к 
решению таких задач только предстоит разработать. 

В настоящее время в мировой литературе интенсивно обсуждаются вопросы пере-
сечения «искусственного интеллекта» и «науки», что является ключевым моментом в 
понимании места ИИ в современной исследовательской деятельности. Разделение 
может происходить по следующей схеме: ИИ подразумевает автоматизацию вычисли-
тельных задач, в то время как наука использует человеческое познание. В биологиче-
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ских исследованиях и разработках инструменты биологического проектирования 
направлены на прогнозирование молекулярных структур, создание новых молекул и 
помощь в разработке метаболических путей, а также на выполнение других подобных 
функций. Однако, несмотря на уже имеющиеся успехи, ИИ и машинное обучение не 
могут в ближайшей перспективе заменить научный метод поиска достоверных 
результатов путем многократных наблюдений, выдвижения гипотез и планирования 
экспериментов. Биотехнология в современном мире интенсивно развивается, что свя-
зано с реальными и прогнозируемыми биологическими угрозами, кризисами и экс-
цессами в области здравоохранения и экологическими проблемами, однако для 
широкого использования получаемых данных о новых технологиях следует решить 
ряд важных вопросов, связанных с балансом между открытостью и безопасностью, 
особенно в контексте «трансдисциплинарной биотехнологии» (вновь сформирован-
ный термин для данной области), результаты которой могут быть использованы в 
злонамеренных целях.

Следует также обратить внимание еще на одну сферу использовании ИИ в научной 
деятельности и, в частности, в области биотехнологических разработок. Это написа-
ние или формирование научных статей и отчетов, которые в дальнейшем подвергают-
ся рецензированию квалифицированными экспертами. Как показывает практика, 
формирование научных статей с использованием ИИ может нести в себе риски нека-
чественного или недостоверного анализа существующих материалов по данной теме, 
неверной интерпретации экспериментов или ошибок при их планировании. ИИ может 
в некоторых случаях «додумывать» некоторые результаты, аппроксимировать их, ссы-
латься на несуществующие статьи и т.п. (это из личной практики сотрудников ГНЦ 
ПМБ по использованию ИИ). Заметить, например эксперту РАН, эксперту научного 
журнала или гранта, невооруженным взглядом такие «инновации» достаточно слож-
но, так как в данном случае необходимо проводить не только экспертизу на наличие 
плагиата, но и поиск недобросовестной информации, что потребует дополнительных 
инструментов для анализа и времени. 

В недалеком будущем биотехнологические процессы будут включать в себя эле-
менты автоматизации и ИИ / машинного обучения, которые будут взаимодействовать 
с традиционными экспериментальными лабораторными системами для повышения 
эффективности исследований, разработки и масштабирования технологий. Уже сей-
час существуют технологии, использующие биореакторы с облачным компонентом, 
позволяющие осуществлять долгосрочный мониторинг поведения культур, облегчают 
сбор, анализ данных, давая возможность оптимального управления биопроцессами.

Таким образом, совершенствование и внедрение ИИ / машинного обучения в био-
технологические процессы является неизбежным и будет только нарастать, а также 
будет нарастать спектр рисков автономного использования таких систем, что следует 
учитывать при их практическом использовании в исследовательской и производ-
ственной деятельности.

Главный редактор, академик РАН И.А.Дятлов
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Мышиная модель летального сепсиса, 
вызываемого Acinetobacter baumannii
А.И.Борзилов, О.В.Коробова, Т.И.Комбарова, Е.С.Перескокова, Е.А.Ганина, А.В.Попова

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация

В ходе исследований была разработана модель летальной септической инфекции у мышей, вызываемой клинически-
ми штаммами Acinetobacter baumannii капсульных типов К9 и К27 из Государственной коллекции патогенных микро-
организмов «ГКПМ-Оболенск». Внутрибрюшинное введение мышам линии BALB/c бактериальных культур в дозе 
40 ЛД50 с муцином вызывает быстрое развитие сепсиса. В результате у мышей через 1,5 ч происходит генерализация 
ацинетобактерной инфекции, которая приводит к гибели 100% животных в течение суток. В первые 12 ч после инфи-
цирования у лабораторных животных наблюдаются отклонения от нормы некоторых гематологических и биохимиче-
ских показателей крови. В печени и лимфоидных органах животных наблюдаются различного рода патологические 
изменения.
Пригодность разработанных моделей ацинетобактерной инфекции была проверена в экспериментах по ее лечению. 
Ампициллин/сульбактам и специфичные бактериофаги АМ24 и AS12 показали хороший терапевтический эффект. 
Антибиотик давали животным дважды в сутки в количестве 200/100 мг/кг в течение 5 дней или однократно. Фаги 
назначали однократно в количестве 109 БОЕ в режимах профилактики, раннего и позднего лечения. Профилактика и 
раннее лечение обеспечивали 100%-ю выживаемость зараженных животных и полную санацию их организма от бак-
терий A. baumannii. Более поздние фаготерапия и антибиотикотерапия ухудшают прогноз лечения.
Ключевые слова: �Acinetobacter baumannii, ацинетобактерная инфекция, мышиная модель, сепсис,  

антибиотикотерапия, фаготерапия
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Mouse model of lethal sepsis caused 
by Acinetobacter baumannii

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

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk,  
Moscow region, Russian Federation

During the research, a model of lethal septic infection in mice was developed, caused by two clinical strains of Acinetobacter 
baumannii capsular types K9 and K27 from the State Collection of Pathogenic Microorganisms “GKPM-Obolensk”. 
Intraperitoneal injection of bacterial cultures into BALB/c mice at a dose of 40 LD50 with mucin causes the rapid development of 
sepsis. As a result, in mice, after 1.5 hours, generalization of acinetobacter infection occurs, which leads to the death of 100% 
of the animals within 24 hours after infection. In the first 12 hours after infection, laboratory animals show deviations from the 
norm in some hematological and biochemical blood parameters. Different pathological changes were observing in the liver and 
lymphoid organs.
The mouse Acinetobacter-associated infection model was validated in experiments on treatment. Ampicillin/sulbactam and the 
specific lytic bacteriophages AM24 and AS12 provide a good therapeutic effect. The antibiotic was given to the animals daily in 
the amount of 200/100 mg/kg for 5 days and once. Phages were administered intraperitoneally once in the amount of 109 PFU 
in the prophylaxis, early and late treatment modes. The prophylaxis and early treatment ensured 100% survival among infected 
animals and complete clearance of their bodies from A. baumannii bacteria. Later phage and antibiotic therapy worsen the 
treatment prognosis.
Key words: Acinetobacter baumannii, acinetobacter infection, mouse model, sepsis, antibiotic therapy, phage therapy
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Р од Acinetobacter включает в себя грамотрицательные 
аэробные неферментирующие бактерии, обычно 

встречающиеся в почве и окружающей среде, которые 
могут вызывать оппортунистические инфекции у пациентов 
в отделениях интенсивной терапии и людей с ослабленным 
иммунитетом [1, 2]. Ацинетобактерии не имеют жгутиков, 
некоторые штаммы могут продуцировать капсулу, бледно-
желтый и светло-серый пигменты [3].

Наиболее распространенным патогеном этого рода являет-
ся Acinetobacter baumannii [1, 2]. Этот вид считается одним из 
самых серьезных внутрибольничных патогенов в мире [4, 5]. 
Ацинетобактерии способны к длительному выживанию в 
неблагоприятных условиях, в т.ч. на предметах, таких как 
больничные кровати, дверные ручки и медицинское оборудо-
вание, что приводит к опосредованной передаче от пациента к 
пациенту [6]. Этот микроорганизм привлекает все большее 
внимание как условно-патогенный, вызывающий широкий 
спектр госпитальных инфекций у людей со сниженным имму-
нитетом. Он может вызывать опасные для жизни заболевания: 
пневмонию, эндокардит, менингит, инфекции мочевыводящих 
путей и ожоговых ран. Заболевания, вызываемые А. baumannii, 
имеют неблагоприятный прогноз с высокой смертностью [7, 8]. 
Летальность от этой инфекции достигает 54% [3, 9].

Вирулентность A.  baumannii связывают с наличием кап-
сульного полисахарида К, липида А, аминопептидазы, уреа-
зы и кислой фосфатазы [10–12]. Ацинетобактерии сохраня-
ют свою жизнеспособность внутри макрофагов и в альвео-
лярных эпителиальных клетках. Установлено, что клиниче-
ские штаммы ацинетобактерий способны формировать био-
пленки, способствующие устойчивости к действию антибак-
териальных препаратов [13–15].

Как правило, A. baumannii вызывают клинические формы 
инфекции у тяжелобольных людей, получающих лучевую, 
гормональную, цитостатическую терапию, причем наиболь-
шему риску подвергаются пациенты, находящиеся в отделе-
нии интенсивной терапии и при длительном пребывании в 
стационаре [3, 16, 17]. Ацинетобактер является одним из 
наиболее устойчивых к антибиотикам возбудителей в клини-
ческой медицине [18]. Лечение осложняется устойчивостью 
А. baumannii к большому количеству противомикробных пре-
паратов, включая карбапенемы, аминогликозиды, тетраци-
клины, фторхинолоны и β-лактамы [7, 8]. Он имеет природ-
ную устойчивость к цефалоспоринам I и II поколений, при-
родным аминопенициллинам, ко-тримоксазолу, фосфомици-
ну, азтреонаму [19]. По некоторым данным, штаммы с мно-
жественной лекарственной устойчивостью вызывают до 
80% случаев пневмонии [20]. 

Всемирная организация здравоохранения отнесла 
A. baumannii к числу наиболее значимых патогенов в связи с 
острой необходимостью разработки новых противомикроб-
ных средств [21]. Для лечения инфекции, вызванной 
A. baumannii, наиболее часто используют ампициллин/суль-
бактам, цефоперазон/сульбактам, имипенем, меропенем и 
дорипенем [19, 22]. Появление устойчивых к лекарствам 
бактерий стимулирует исследования противомикробных 
альтернатив. Бактериофаги и их литические ферменты 
(лизины) являются наиболее перспективными средствами 
для борьбы с лекарственно-устойчивыми штаммами 
A. baumannii [23–30].

Исследователи используют различные животные модели 
инфекции, вызываемой бактериями A. baumannii. Для оцен-
ки in vivo активности антибактериальных препаратов и 
исследования патогенеза ацинетобактерной инфекции наи-
более часто применяют мышиную модель. Для этих целей 
используют, как правило, инбредных животных. Так, напри-
мер, на мышах линии C57BL/6 в возрасте 6–8 нед. изучали 
факторы вирулентности штаммов A.  baumannii. Авторы 
моделировали летальный ацинетобактерный сепсис, зара-
жая мышей внутрибрюшинно различными клиническими 
изолятами. При этом в случае введения ацинетобактерий в 
растворе муцина вирулентность штаммов повышалась на 
два порядка и составляла 103–104 КОЕ [31].

Здоровые мыши линий BALB/c и С57BL/6 малочувстви-
тельны к ацинетобактерной инфекции. Однако имеются 
работы, в которых здоровых мышей применяют для изуче-
ния патогенеза ацинетобактерной инфекции, вызывая у них 
летальную и сублетальную септицемию внутрибрюшинной 
инъекцией культуры клинического изолята A.  baumannii 
LAC-4 [32].

Нередко септическую мышиную модель используют для 
оценки антибактериальной активности лекарственных пре-
паратов. Например, эффективность меропенема в сочета-
нии с сульбактамом исследователи оценивали на мышах 
BALB/c (5–6 нед.). В этом случае генерализованную инфек-
цию вызывали внутрибрюшинным введением штамма с 
множественной лекарственной устойчивостью A. baumannii 
Ab-153 в дозе 2,1·107–2,6·107 КОЕ [33].

Для воспроизведения генерализованной инфекции 
используют и внутривенное введение авирулентного штам-
ма ATCC 19606 A. baumannii. Введение инбредным нокаут-
ным мышам C57BL/6 klotho KO культуры ацинетобактерий в 
дозе 108 КОЕ приводило к гибели 57% животных в течение 7 
дней. Важно отметить, что возрастные мыши были более 
чувствительными к ацинетобактерной инфекции, чем моло-
дые животные [34].

Мышей линии BALB/c также используют для воспроизве-
дения ацинетобактерного сепсиса. Так, например, Altamirano 
et al. заражали самок мышей BALB/c (6–10 нед.) внутрибрю-
шинно культурами ацинетобактера в дозе 106 КОЕ с 6%-м 
муцином для изучения поведения фагоустойчивых мутантов 
in vivo. Данная модель сепсиса была не летальной, а исполь-
зовалась для пассирования культур в организме мышей. 
Через 8 ч после инфицирования мышей эвтаназировали для 
выделения культур A. baumannii [35].

Самки мышей BALB/c весом 15 г также могут служить 
моделью для воспроизведения летального сепсиса. 
Внутрибрюшинное введение им культуры A. baumannii AB900 
в дозе 5·106 КОЕ с 6%-м муцином приводит к гибели 100% 
поголовья в течение 12 ч. Снижение заражающей дозы в 
5  раз сохраняет жизнь подопытным животным по крайней 
мере до 24 ч. Эту модель исследователи успешно примени-
ли в доклинических исследованиях по оценке лечебной 
эффективности бактериофага øFG02, цефтазидима и их 
комбинации [36].

Другие авторы также применяли метод внутрибрюшинно-
го заражения мышей C57BL/6 и BALB/c культурами ацинето-
бактера в сочетании с 5%-м муцином (1:1) для повышения 
чувствительности мышей к инфекции. Такой подход позво-
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лял снизить летальную дозу вирулентных и гипервирулент-
ных штаммов A. baumannii в 50–100 раз [37].

Модель системной инфекции успешно используют для 
оценки эффективности новых вакцин против A.  baumannii-
инфекций. Везикулы внешней мембраны A.  baumannii в 
качестве вакцины защищали от гибели мышей BALB/c после 
заражения летальной дозой штамма ATCC 19606 [38]. 

В наших исследованиях была разработана модель леталь-
ного сепсиса у мышей линии BALB/c, пригодная для оценки 
in vivo эффективности антибиотиков и специфических бак-
териофагов. В качестве возбудителя инфекции использова-
ли наиболее вирулентные для мышей клинические штаммы 
различных капсульных типов из коллекции «ГКПМ-
Оболенск»  – A.  baumannii B05 и A.  baumannii 1432. 
Пригодность разработанной модели проверяли в экспери-
ментах по антибиотико- и фаготерапии экспериментального 
ацинетобактерного сепсиса у мышей линии BALB/c.

Цель: разработка модели ацинетобактерной инфекции, 
пригодной для оценки in vivo лечебной эффективности анти-
бактериальных препаратов.

Материалы и методы

Бактериальные культуры
Клинические штаммы A. baumannii B05 (Инв. № В-7705) и 

A. baumannii 1432 (Инв. № В-7134) из Государственной кол-
лекции патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКПМ-Оболенск» были использованы для моделирования 
ацинетобактерной инфекции у мышей. Эти штаммы относят-
ся к капсульным типам К9 и К27 соответственно. Штамм В05 
чувствителен к ампициллину/сульбактаму, но устойчив к 
цефоперазону, цефотаксиму, цефтазидиму, цефепиму, ими-
пенему, меропенему, гентамицину, амикацину, ципрофлок-
сацину и доксициклину. Штамм 1432 восприимчив к дей-
ствию ампициллина/сульбактама, имипенема, меропенема, 
доксициклина и резистентен к цефалоспоринам, амикацину, 
гентамицину и цирофлоксацину.

Питательные среды, антибиотики, бактериофаги
Оценку чувствительности штаммов ацинетобактера к 

антибактериальным препаратам проводили на агаре 
Мюллера-Хинтон (HiMedia, Индия). Плотную питательную 
среду №1 ГРМ (ФБУН ГНЦПМБ, Россия) использовали для 
выращивания культур ацинетобактерий.

Для выявления клеток A. baumannii гомогенаты внутрен-
них органов мышей и кровь высевали на среду №1 ГРМ с 
25 мкг/мл гентамицина (ОАО «Дальхимфарм», Россия).

В экспериментах по лечению использовали ампициллин/
сульбактам (ПАО «Красфарма», Россия), а также специфи-
ческий бактериофаг АМ24 (Инв. № Ph-106) [39] из 
Государственной коллекции «ГКПМ-Оболенск» и бактерио-
фаг AS12 [40] из рабочей коллекции лаборатории молеку-
лярной диагностики и генно-инженерных препаратов ФБУН 
ГНЦ ПМБ.

Лабораторные животные
Моделирование ацинетобактерной инфекции проводили 

на мышах линии BALB/c (самцы/самки, 18–20 г), полученных 
из филиала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 

Животных содержали в поликарбонатных клетках (Lab 
Products Inc., США) в помещениях со стандартными услови-
ями микроклимата. Мыши имели постоянный доступ к воде 
и корму (ООО «Лабораторкорм»). Животных держали груп-
пами не более 6 животных в клетке соответствующего раз-
мера. Ветеринарное наблюдение за мышами проводили 
ежедневно. Умерших в процессе эксперимента животных 
удаляли из клеток по мере обнаружения.

Заражение лабораторных животных
Бактериальную взвесь для инфицирования животных 

готовили из ночной агаровой культуры. Выросшие колонии 
A.  baumannii В05 и A.  baumannii 1432 суспендировали в 
физиологическом растворе (0,85%-й хлорид натрия). 
Бактериальные взвеси доводили до оптической плотности 
3,8 (по МакФарланду), что приблизительно соответствует 
1·109 КОЕ/мл. Затем делали последовательные разведения 
суспензий в физиологическом растворе с 2,5%-м муцином 
до достижения необходимой концентрации клеток. Культуры 
вводили мышам внутрибрюшинно в объеме 0,5 мл. 

�Изучение динамики развития  
ацинетобактерного сепсиса
Динамику развития у мышей сепсиса, вызываемого 

A. baumannii В05 и A. baumannii 1432, оценивали по степени 
специфической бактериальной обсемененности паренхима-
тозных органов (селезенка, легкое, почки) и уровню бакте-
риемии через 1,5; 3; 6 и 12 ч после внутрибрюшинного зара-
жения. Мышей заражали культурами в дозе 40 ЛД50. Таким 
образом, заражающая доза штамма B05 составляла 
~6·105 КОЕ, а штамма 1432 – 3,5·105 КОЕ. Для подавления 
иммунитета культуры вводили в 2,5%-м растворе муцина. 

Для выявления функциональных и морфологических 
изменений внутренних органов в процессе развития генера-
лизованной ацинетобактерной инфекции через 12 ч после 
инфицирования делали общий и биохимический анализ 
крови экспериментальных животных. В это же время прово-
дили гистологическое исследование органов мышей (селе-
зенки, легких, печени, регионарных лимфатических узлов и 
тимуса) для выявление патологических изменений.

Клинический анализ крови
Общий анализ крови проводили на автоматическом гема-

тологическом анализаторе PCE-90Vet (High Technology, 
США) в соответствии с руководством по использованию при-
бора. Для сбора крови применяли микропробирки с K2-ЭДТА. 
Исследовали индивидуальные образцы крови от пяти живот-
ных в группе.

Биохимический анализ крови
Уровни аланинаминотрансферазы (АЛТ), аспартатамино-

трансферазы, щелочной фосфатазы, лактатдегидрогеназы, 
общего белка, глюкозы и креатинина в сыворотках крови 
мышей определяли на полуавтоматическом биохимическом 
анализаторе StatFax-3300 (Awareness Technology, США) с 
использованием реактивов UTS (ООО «Юнимед», Россия). 
Для анализа брали индивидуальные образцы сывороток 
крови от 5 животных из экспериментальных и контрольных 
групп.
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Мышиная модель летального сепсиса, вызываемого Acinetobacter baumannii

Mouse model of lethal sepsis caused by Acinetobacter baumannii

Бактериологический анализ органов
Животных эвтаназировали методом декапитации, а затем 

вскрывали для получения образцов органов. Селезенку, 
почки и легкие после взвешивания растирали в стерильных 
фарфоровых ступках с добавлением стерильного кварцевого 
песка. В гомогенаты добавляли 1 мл стерильного физиологи-
ческого раствора и перемешивали до получения однородной 
суспензии. Полученные цельные суспензии высевали на 
поверхность ГРМ-агара с 25 мкг/мл гентамицина. Посевы 
инкубировали при температуре 36,5°С в течение 18–24 ч.

Гистологические исследования
Гистологические исследования органов мышей проводи-

ли через 12 ч после внутрибрюшинного заражения мышей 
культурами A. baumannii В05 и A. baumannii 1432. В качестве 
контролей использовали интактных мышей линии BALB/c и 
мышей, которым вводили внутрибрюшинно только раствор 
муцина (2,5%). Для микроскопического исследования брали 
селезенку, легкие, печень, регионарные лимфатические 
узлы и тимус. Полученные образцы помещали во флакон с 
50 мл 4%-го раствора параформа. Через 24 ч экспозиции 
раствор параформа заменяли свежей порцией. 
Исследованию подвергали гистологические срезы органов, 
окрашенные гематоксилином и эозином по стандартной 
методике. Анализ гистологических препаратов проводили с 
использованием микроскопа Nikon Elipse 80i и программы 
анализа изображения NIS Elements F4.60.00. Определяли 
наличие признаков воспалительно-некротических измене-
ний в исследуемых образцах.

�Антибиотикотерапия летального  
ацинетобактерного сепсиса
Мышей инфицировали внутрибрюшинно культурой 

A. baumannii B05 или A. baumannii 1432 в дозе 40 ЛД50. Затем 
животных случайным образом делили на 6 лечебных и одну 
контрольную группы (по 10 голов) для каждого штамма. 
Группу №1 лечили подкожно ампициллином/сульбактамом 
дважды в день в течение 5 дней. Разовая доза антибиотика 
составляла 200/100 мг/кг подкожно. Терапию начинали 
через 1,5 ч после заражения (раннее лечение). Животным из 
группы №2 давали этот же антибиотик однократно через 6 ч 
после инфицирования (позднее лечение). Мышам из экспе-
риментальных групп №№ 3–5 назначали соответствующий 
бактериофаг: АМ24 в случае штамма В05 и AS12 в случае 
штамма 1432. Разовая доза бактериофагов – 109 БОЕ вну-
трибрюшинно. Группе №3 фаг вводили однократно за 1 ч до 
заражения (режим профилактики), группе № 4 – однократно 
через 1,5 ч после заражения, в группе №5  – однократно 
через 6 ч после заражения. Контрольная группа животных 
(№6) антибактериальных препаратов не получала. За живот-
ными наблюдали в течение 14 дней, регистрируя гибель 
животных и обсемененность клетками A. baumannii B05 или 
A.  baumannii 1432 в крови и печени мышей у погибших и 
выживших животных.

Статистические методы
Статистическую обработку результатов проводили с 

использованием компьютерных программ Microsoft Excel 
2010 и Statistica 10.

Результаты 

�Модель летального ацинетобактерного сепсиса 
у мышей
Внутрибрюшинное заражение мышей линии BALB/c куль-

турой A. baumannii B05 или A. baumannii 3412 с муцином в 
дозе 40 ЛД50 приводит к стремительному развитию сепсиса и 
100%-й гибели в течение первых суток. 

Бактериологический анализ внутренних органов и крови 
мышей показал, что после внутрибрюшинного введения 
культур A. baumannii B05 или A. baumannii 3412 с муцином в 
дозе 40 ЛД50 они вызывают быструю генерализацию ацине-
тобактерной инфекции (табл. 1). Уже через 1,5 ч клетки 
A. baumannii в большом количестве содержались в почках, 
селезенке и легких всех мышей. У животных выявлялась 
бактериемия (1,74–2,0 LOG10 КOE/мл). Через 12 ч сепсис 
достигал своего пика. Средняя концентрация клеток ацине-
тобактера штаммов В05 и 1432 в селезенке, легких и почках 
возрастала приблизительно на два порядка. Значительно 
(на 3,5 порядка) увеличивалась концентрация клеток патоге-
на в крови.

Результаты общего анализа крови 
Общий анализ крови мышей, зараженных внутрибрюшин-

но штаммами A. baumannii B05 и 1432 показал, что за 12 ч у 
мышей развиваются лейкоцитопения, лимфоцитопения, 
моноцитопения и тромбоцитопения (табл. 2). В то же время 
наблюдается достоверное повышение уровня гемоглобина. 

Установлено, что введение мышам только 2,5%-го муцина 
приводит к достоверному (р < 0,05) повышению уровня 
моноцитов и гранулоцитов в крови по сравнению с интакт-
ными животными.

Результаты биохимического анализа крови 
Через 12 ч после внутрибрюшинного введения мышам 

2,5%-го муцина без бактериальных культур наблюдалось 

Таблица 1. Обсемененность селезенки, легких, почек и крови 
мышей бактериями A.  baumannii в различные сроки острой 
ацинетобактерной инфекции
Table 1. Contamination of the spleen, lungs, kidneys and blood of 
mice with A.  baumannii bacteria at different stages of acute 
acinetobacter infection

Время после 
заражения, ч / 
Time after 
infection, h

LOG10 КOE/г (мл) / CFU/g (ml) 

Селезенка / 
Spleen

Легкие / 
Lungs

Почки / 
Kidneys

Кровь / 
Blood

A. baumannii B05

1,5 4,01 ± 0,20 3,98 ± 0,23 3,94 ± 0,25 2,00 ± 0,12

3 5,81 ± 0,16 5,67 ± 0,34 5,66 ± 0,14 3,71 ± 0,25

6 8,11 ± 0,25 7,88 ± 0,26 7,61 ± 0,26 6,01 ± 0,35

12 8,64 ± 0,57 8,71 ± 0,82 8,51 ± 0,42 7,11 ± 0,48

A. baumannii 1432*

1,5 4,07 ± 0,13 3,53 ± 0,27 3,87 ± 0,12 1,74 ± 0,33

3 5,07 ± 0,56 5,18 ± 0,33 5,01 ± 0,25 3,22 ± 0,64

6 7,16 ± 0,27 7,07 ± 0,14 7,25 ± 0,19 4,13 ± 0,41

12 8,51 ± 0,17 8,76 ± 0,35 8,37 ± 0,09 7,20 ± 0,36

Приведены среднее значение и стандартное отклонение (n = 5). /
The mean and standard deviation are given (n = 5).
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снижение в сыворотках крови количества общего белка 
(p < 0,003), глюкозы (p < 0,009) и АЛТ (p < 0,01) (табл. 3). 

После заражения мышей культурами A.  baumannii B05 и 
1432 с муцином отмечается более выраженное снижение кон-
центрации в крови общего белка и глюкозы. В случае штамма 
1432 значительно понижается уровень креатинина и АЛТ.

Выявленные у инфицированных животных отклонения от 
нормы биохимических показателей крови говорят о нали-
чии у них нарушений функции печени, поджелудочной 
железы и почек. Эти функциональные изменения органов 
являются следствием быстро резвившегося ацинетобак-
терного сепсиса. 

Данные гистологических исследований
Через 12 ч после внутрибрюшинного заражения мышей 

штаммом A. baumannii B05 или A. baumannii 1432 с муцином 

было проведено гистологическое исследование внутренних 
органов мышей (селезенка, легкие, печень, регионарные 
лимфатические узлы и тимус) с целью выявления патологи-
ческих изменений.

Печень. Микроскопическое исследование образцом пече-
ни мышей, инфицированных внутрибрюшинно A. baumannii 
B05, показало некоторые отклонения от нормы. В просветах 
некоторых венозных сосудов имелось множество нейтрофи-
лов, а также тромбы, которые состоят из гомогенного эози-
нофильно окрашенного вещества рыхлой консистенции и 
краевой базофильно окрашенной части, состоящей из ней-
трофилов (рис. 1А).

В случае штамма A.  baumannii 1432 также выявляются 
отклонения от нормы в печени мышей, выражающиеся в 
формировании в просветах сосудов плотных клеточных ско-
плений, состоящих в основном из лейкоцитов. Среди лейко-

Таблица 2. Результаты клинического анализа крови мышей BALB/c после внутрибрюшинного введения 40 ЛД50 A. baumannii B05 и 
1432 через 12 ч после заражения 
Table 2. Results of clinical blood analysis of BALB/c mice after intraperitoneal administration of 40 LD50 A. baumannii B05 and 1432 12 
hours after infection

Показатель / 
Indicator

Ед. измер. / 
Unit of measurement

Интактные мыши / 
Intact mice

2,5%-й муцин / 
2.5% mucin

Штаммы / Strains

В05 с 2,5%-м муцином / 
with 2.5% mucin

1432 с 2,5%-м муцином / 
with 2.5% mucin

Лейкоциты / Leukocytes ×109/л 5,4 ± 1,5 7,1 ± 2,3 2,2 ± 0,5 2,2 ± 0,7

Лимфоциты / Lymphocytes ×109/л 3,9 ± 1,4 4,5 ± 1,7 1,9 ± 0,6 1,8 ± 0,7

Моноциты / Monocytes ×109/л 0,1 ± 0,1 0,3 ± 0,1 0,0 ± 0,1 0,0 ± 0,0

Гранулоциты / Granulocytes ×109/л 1,4 ± 0,3 2,3 ± 0,7 0,3 ± 0,1 0,3 ± 0,1

Лимфоциты / Lymphocytes % 70,5 ± 7,5 61,8 ± 4,8 81,9 ± 9,3 83,8 ± 6,0

Моноциты / Monocytes % 3,2 ± 0,6 4,5 ± 0,5 2,2 ± 1,1 2,3 ± 1,0

Гранулоциты / Granulocytes % 26,3 ± 7,1 33,7 ± 4,4 15,9 ± 8,3 13,8 ± 5,2

Эритроциты / Erythrocytes ×1012/л 9,68 ± 0,34 9,37 ± 0,91 10,20 ± 0,47 10,03 ± 0,49

Гемоглобин / Hemoglobin г/л 146 ± 6 140 ± 11 155 ± 9 158 ± 8

Гематокрит / Hematocrit % 43,5 ± 1,7 42,8 ± 3,8 46,3 ± 2,7 47,1 ± 2,6

Тромбоциты / Thrombocytes ×109/л 690 ± 81 718 ± 79 220 ± 69 422 ± 131

Тромбокрит / Thrombocrit % 0,299 ± 0,049 0,323 ± 0,044 0,107 ± 0,035 0,189 ± 0,061

Приведено среднее значение и стандартное отклонение (n = 5); жирным шрифтом указаны значения, статистически значимо отличающиеся от контроля; все 
сравнения проводили по двустороннему t-критерию Стьюдента. / Mean and standard deviation (n = 5) are shown; values in bold are statistically significantly different from 
control; all comparisons were performed using a two-tailed Student’s t-test.

Таблица 3. Результаты биохимического анализа крови мышей BALB/c после внутрибрюшинного введения 40 LD50 A. baumannii B05 
и 1432 через 12 ч после заражения
Table 3. Results of biochemical analysis of blood of BALB/c mice after intraperitoneal administration of 40 LD50 A. baumannii B05 and 1432 
12 h after infection

Показатель / 
Indicator

Интактные мыши / 
Intact mice

2,5%-й муцин / 
2.5% mucin

Штаммы / Strains

В05 с 2,5%-м муцином / 
with 2.5% mucin

1432 с 2,5%-м муцином / 
with 2.5% mucin

Общий белок, г/л / Total protein, g/l 87,0 ± 4,6 75,2 ± 2,0 72,1 ± 1,5 69,2 ± 2,0

Глюкоза, ммоль/л / Glucose, mmol/l 8,1 ± 1,2 5,7 ± 0,7 2,4 ± 1,0 3,1 ± 0,5

Креатинин, мкмоль/л / Creatinine, μmol/l 53,4 ± 5,4 59,1 ± 4,1 66,1 ± 7,1 46,6 ± 6,9

Щелочная фосфатаза, МЕ/л / Alkaline phosphatase, IU/l 420,8 ± 166,0 563,3 ± 93,0 511,8 ± 88,1 485,5 ± 45,1

АЛТ, МЕ/л / ALT, IU/L 54,0 ± 6,2 42,1 ± 2,6 58,4 ± 21,6 37,1 ± 8,4

АСТ, МЕ/л / AST, IU/L 184,6 ± 59,1 191,8 ± 20,4 251,1 ± 94,2 186,1 ± 41,6

ЛДГ, МЕ/л / LDH, IU/L 525,3 ± 91,6 633,8 ± 66,7 940,3 ± 251,6 688,0 ± 115,9

Приведено среднее значение и стандартное отклонение (n = 5); жирным шрифтом указаны значения, статистически значимо отличающиеся от контроля; все 
сравнения проводили по двустороннему t-критерию Стьюдента. АСТ – аспартатаминотрансфераза, ЛДГ – лактатдегидрогеназа. / Mean and standard deviation (n 
= 5) are shown; values in bold are statistically significantly different from control; all comparisons were performed using a two-tailed Student’s t-test.
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цитов преобладают нейтрофилы, в меньшем количестве 
имеются моноциты и лимфоциты. Кроме того, в венах пече-
ни встречаются тромбы. Тромбы состоят из лейкоцитов и 
компонентов крови, образующих рыхлую волокнистую массу 
(рис. 1Б). 

У контрольных мышей, получавших только муцин, патоло-
гических изменений в печени не выявлено. Клетки паренхи-
мы имеют нормальное строение и окраску (рис. 1В).

Тимус. Через 12 ч после введения мышам BALB/c культу-
ры А. baumannii B05 с 2,5%-м муцином в корковом и мозго-
вом веществе тимуса резко уменьшалось количество лифо-
цитов. Корковое вещество занимало узкую полосу по краю 
долек, выглядело рыхлым и в отдельных участках приближа-
лось по плотности клеток к мозговому веществу. В зоне 
коркового вещества находилось множество очажков из 
апоптозных тел, образовавшихся в результате массовой 
гибели клеток (рис. 2А).

Гистологическое исследование тимуса у мышей, которых 
заражали штаммом A. baumannii 1432, показало, что количе-

ство лимфоцитов в тимусе уменьшено по сравнению с тиму-
сом контрольных мышей, получивших только муцин. 
Преимущественно это затрагивает корковое вещество. 
Ширина коркового вещества в дольках тимуса сужается. 
Кроме того, происходит гибель можества клеток путем апоп-
тоза. Наличие скоплений апоптозных тел отмечатся по всей 
площади коркового вещества (рис. 2Б).

У контрольных мышей патологических изменений в тиму-
се не выявлено. Во всех его дольках сохраняется широкая 
полоса коркового вещества из плотно расположенных лим-
фоцитов. В ценральной части долек, в мозговом веществе 
лимфоцитов меньше, что соотвествует норме (рис. 2В).

Селезенка. Гистологическое исследование селезенки 
мышей, проведенное через 12 ч после после заражения 
A.  baumannii B05, показало, что белая пульпа состоит из 
отдельных лимфатических фолликулов разной величины. 
Фолликулы резко ограничены от красной пульпы. Центры 
размножения не выявлены. В красной пульпе имеется мно-
жество участков с малым количеством клеток и хорошо 

Рис. 1. Микрофотографии срезов печени мышей BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой A. baumannii в дозе 40 ЛД50, 
12 ч после заражения: А – A. baumannii B05 с 2,5%-м муцином: тромбы в сосудистой системы печени; Б – A. baumannii 1432 с 2,5%-
м муцином: на продольном срезе венозного сосуда видны многочисленные тромбы; В – 2,5%-й муцин: патология отсутствует. На 
поперечных и продольных срезах кровеносных сосудов видно, что в сосудах находится некоторое количество эритроцитов и 
единичные лейкоциты. В печеночных капиллярах встречаются единичные клетки крови. Увеличение ×10.
Fig. 1. Micrographs of liver sections from BALB/c mice infected intraperitoneally with A. baumannii culture at a dose of 40 LD50, 12 hours 
after infection: A – A. baumannii B05 with 2.5% mucin: thrombi in the vascular system of the liver; B – A. baumannii 1432 with 2.5% mucin: 
numerous thrombi are visible on the longitudinal section of the venous vessel; C  – 2.5% mucin: pathology is absent. Transverse and 
longitudinal sections of blood vessels show that there are a certain number of erythrocytes and single leukocytes in the vessels. Single 
blood cells are found in the liver capillaries. Magnification ×10.

Рис. 2. Микрофотографии срезов тимуса мышей BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой A. baumannii в дозе 40 ЛД50, 
12 ч после заражения: А – A. baumannii B05 с 2,5%-м муцином: уменьшение толщины коркового слоя и его плотности. В мозговом 
веществе имеются участки апоптоза; Б – A. baumannii 1432 с 2,5%-м муцином: корковый слой истончен, множество участков апоп-
тоза клеток; В – 2,5%-м муцин: патология отсутствует. Увеличение ×10.
Fig. 2. Micrographs of thymus sections from BALB/c mice infected intraperitoneally with A. baumannii culture at a dose of 40 LD50, 12 hours 
after infection: A – A. baumannii B05 with 2.5% mucin: decrease in the thickness of the cortex and its density. There are areas of apoptosis 
in the medulla; B – A. baumannii 1432 with 2.5% mucin: the cortex is thinned, there are many areas of cell apoptosis; C – 2.5% mucin: 
pathology is absent. Magnification ×10
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видимой стромой. Также есть участки с лимфоцитами, кото-
рые располагаются неравномерно, рыхлыми скоплениями, и 
очаговые скопления нейтрофилов, в т.ч. разрушенных 
(рис. 3А).

В случае штамма 1432 основная площадь среза селезенки 
представлена белой пульпой. Обширные участки селезенки 
заполнены множеством лимфоцитов, среди которых имеются 
небольшой величины центры размножения. В красной пульпе 
находится небольшое количество лимфоцитов, а также пре-
имущественно разрушенных нейтрофилов (рис. 3Б).

Белая пульпа селезенки мышей, получавших только 
муцин, занимает большую площадь в селезенке. Крупные 
лимфатические фолликулы сливаются, образуя обширные 
поля из плотного скопления лимфоцитов и центров размно-
жения лимфоцитов. В красной пульпе находится множество 
лимфоцитов (рис. 3В). Микроскопическая картина соответ-
ствует норме.

Лимфатический узел. Анализ гистологических срезов 
лимфатических узлов мышей, зараженных A. baumannii B05, 

выявил уменьшение количества лимфоцитов в корковом и 
мозговом веществе по сравнению с лимфатическими узла-
ми мышей, получивших муцин. По краю лимфатического 
узла сохраняется узкая плотная полоса из лимфоцитов. 
Центры размножения не обнаружены. Остальная площадь 
лимфатического узла представлена рыхло расположенными 
небольшими скоплениями лимфоцитов, между которыми 
видна строма с единичными лимфоцитами (рис. 4А).

Патологические изменения в лимфоузлах животных, 
инфицированных штаммом 1432, носят иной характер. 
Корковое вещество лимфатического узла занимает широкую 
зону по его краю. В нем содержится большое количество 
плотно расположенных лимфоцитов, среди которых располо-
жены небольшие центры размножения. Синусы коркового и 
мозгового вещества расширены и плотно заполнены лимфо-
цитами. Это указывает на увеличение количества лимфоци-
тов, проходящих через лимфатический узел (рис. 4Б).

Под воздействием муцина лимфатический узел равно-
мерно заполняется лимфоцитами. В корковом веществе 

Рис. 3. Микрофотографии срезов селезенки мышей BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой A.  baumannii в дозе 
40 ЛД50, 12 ч после заражения: А – A. baumannii B05 с 2,5%-м муцином: в белой пульпе отсутствуют центры размножения лимфоци-
тов. В красной пульпе имеется множество участков с малым количеством клеток; Б – A. baumannii 1432 с 2,5%-м муцином: на срезе 
преобладает белая пульпа, в которой имеется большое количество лимфоцитов. В красной – концентрация лимфоцитов снижена; 
В – 2,5%-й муцин: отклонений от нормы нет. Увеличение ×10.
Fig. 3. Micrographs of spleen sections from BALB/c mice infected intraperitoneally with A. baumannii culture at a dose of 40 LD50, 12 hours 
after infection: A – A. baumannii B05 with 2.5% mucin: there are no lymphocyte proliferation centers in the white pulp. There are many areas 
with a small number of cells in the red pulp; B – A. baumannii 1432 with 2.5% mucin: the section is dominated by white pulp, which contains 
a large number of lymphocytes. In the red pulp, the concentration of lymphocytes is reduced; B – 2.5% mucin: no deviations from the norm. 
Magnification ×10.

Рис. 4. Микрофотографии срезов лимфатического узла мышей BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно культурой A. baumannii 
в дозе 40 ЛД50, 12 ч после заражения: А – A. baumannii B05 с 2,5%-м муцином: отсутствуют центры размножения лимфоцитов. В 
корковом и мозговом веществе снижено количество клеток; Б – A. baumannii 1432 с 2,5%-м муцином: корковое вещество содержит 
большое количество лимфоцитов и центров их размножения; В – 2,5%-й муцин: отклонений от нормы нет. Увеличение ×10.
Fig. 4. Micrographs of lymph node sections from BALB/c mice infected intraperitoneally with A. baumannii culture at a dose of 40 LD50, 
12 hours after infection: A – A. baumannii B05 with 2.5% mucin: no lymphocyte proliferation centers. The number of cells is reduced in the 
cortex and medulla; B – A. baumannii 1432 with 2.5% mucin: the cortex contains a large number of lymphocytes and their proliferation 
centers; C – 2.5% mucin: no deviations from the norm. Magnification ×10.
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лимфатического узла отмечается наличие крупных центров 
размножения (рис. 4В).

На срезах легких и почек инфицированных и контрольных 
мышей патоморфологических изменений не выявлено.

�Антибиотикотерапия экспериментального  
ацинетобактерного сепсиса
Результаты экспериментального лечения летальной аци-

нетобактерной инфекции, вызванной штаммом B05, показа-
ли эффективность ампициллина/сульбактама при пятиднев-
ном курсе лечения (рис. 5). Выживаемость среди животных 
составила 100%. Однократное введение антибиотика через 
6 ч после инфицирования оказалось неэффективным: все 
животные умерли к 4-м суткам инфекции, причем 6 из 
10 животных погибли через сутки после заражения. 

Бактериофаг АМ24 также проявил высокую антибактери-
альную активность in vivo в отношении A. baumannii B05. В 
режиме профилактики он защищал от гибели всех подопыт-
ных животных (рис. 5). Однократная инъекция фагового пре-
парата при раннем и позднем начале лечения обеспечивала 
выживаемость 100 и 70% инфицированных мышей соответ-
ственно. Бактериологический анализ крови и печени выжив-
ших в течение 10 дней мышей показал, что все животные 
были санированы от бактерий A. baumannii B05. 

Ампициллин/сульбактам дал хороший лечебный эффект 
только при курсовом применения у мышей, инфицирован-
ных штаммом A.  baumannii 3412 (рис. 6). Выживаемость 
среди животных составила 100%. Однократное введение 
антибиотика через 6 ч после заражения защищало от гибе-
ли только 20% мышей. Смерть животных наступала в пери-
од с 2-х по 3-и сутки после заражения.

Фаготерапия приводила к более выраженному терапевти-
ческому эффекту по сравнению с антибиотикотерапией. 
Одной инъекции бактериофага AS12 в дозе 109 БОЕ оказа-
лось достаточно, чтобы все животные полностью излечи-
лись от ацинетобактерной инфекции, причем этот эффект 
был характерен при использовании фага в режиме профи-
лактики, экстренного лечения и позднего лечения. Положи- 

тельные результаты фаготерапии и антибиотикотерпии осо-
бенно выделяются на фоне гибели в 1-е сутки 100% мышей 
из контрольной группы, не получавшей антибактериальных 
препаратов.

Обсуждение

Доклинические исследования различных антибактериаль-
ных препаратов предполагают проведение экспериментов по 
определению их лечебной эффективности на животных моде-
лях. Наиболее удобной и показательной моделью является 
летальная инфекция. В своей работе мы представили экспе-
риментальные данные, описывающие две модели ацинето-
бактерного сепсиса у мышей, вызываемого клиническими 
штаммами капсульных типов K9 и К27 – A. baumannii B05 и 
A. baumannii 3412 соответственно. В качестве животной моде-
ли инфекции были выбраны мыши линии BALB/c, которые 
наиболее часто используются для подобных целей [35–38]. 

Среди изученных нами культур A. baumannii из государ-
ственной коллекции «ГКПМ_Оболенск» штаммы В05 и 3412 
обладали наибольшей вирулентностью. Тем не менее здоро-
вые мыши различных линий достаточно устойчивы к ацине-
тобактерной инфекции. По нашим данным, среднелетальная 
доза (ЛД50) штамма B05 при внутрибрюшинном введении 
иммунокомпетентным мышам BALB/с составляет 
2,7·107  КОЕ, а штамма 1432  – 5,1·107 КОЕ. Поэтому для 
повышения чувствительности подопытных животных к аци-
нетобактерной инфекции взвеси тест-штаммов вводили в 
2,5%-м растворе муцина. В результате показатели ЛД50 
A. baumannii B05 понижалась до 1,5·104 КОЕ, а A. baumannii 
1432 – до 8,5·103 КОЕ. Известно, что муцин обладает способ-
ностью снижать количество перитонеальных макрофагов и 
лимфоцитов, подавлять функциональную активность макро-
фагов, вызывать воспалительные клеточные и цитокиновые 
реакции, что способствует развитию инфекции у модельных 
животных [37, 41]. В литературе имеются сведения о повы-
шении вирулентности штаммов ацинетобактера на два 
порядка под влиянием муцина [37].
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Рис. 5. Выживаемость мышей BALB/c в результате профилакти-
ки и лечения летального сепсиса, вызываемого внутрибрюшин-
ным заражением штаммом A. baumannii B05 (см. Материалы и 
методы).
Fig. 5. Survival of BALB/c mice as a result of prevention and 
treatment of lethal sepsis caused by intraperitoneal infection with 
strain A. baumannii B05 (see Materials and Methods).

Рис. 6. Выживаемость мышей BALB/c в результате профилакти-
ки и лечения летального сепсиса, вызываемого внутрибрюшин-
ным заражением штаммом A. baumannii 1432. 
Fig. 6. Survival of BALB/c mice following prophylaxis and treatment 
of lethal sepsis caused by intraperitoneal challenge with 
A. baumannii strain 1432.



16

А.И.Борзилов и др. / Бактериология, 2025, т. 10, №3, с. 8–18

A.I.Borzilov et al. / Bacteriology, 2025, volume 10, No 3, p. 8–18

Летальную ацинетобактерную инфекцию моделировали 
на мышах линии BALB/c, которых заражали внутрибрюшин-
но тест-штаммами в дозе 40 ЛД50 с муцином. Уже через 1,5 ч 
после инфицирования клетки A.  baumannii проникали в 
селезенку, почки и легкие всех мышей. У животных развива-
лась выраженная бактериемия. Через 12 ч уровень обсеме-
ненности внутренних органов клетками ацинетобактера 
возрастал на 4–5 порядков. В крови достоверно уменьша-
лось количество лимфоцитов, моноцитов, гранулоцитов и 
тромбоцитов. Результаты биохимического анализа крови 
свидетельствовали о нарушении функции печени и почек, 
что выражалось в снижении уровня белка, глюкозы, АЛТ и 
креатина. Гистологические исследования показали, что у 
мышей с ацинетобактерным сепсисом развиваются схожие 
для обоих тест-штаммов патологические изменения. В кро-
веносных сосудах печени образуется множественные тром-
бы. В тимусе, центральном органе иммунной системы, 
наблюдается апоптоз Т-лимфоцитов. В селезенке происхо-
дит накопление и массовая гибель нейтрофилов. В перифе-
рических органах иммунной системы мышей отмечены 
изменения, указывающие на некоторые различия в воздей-
ствии штаммов A.  baumannii 1432 и A.  baumannii В05. В 
первом случае в лимфатических фолликулах селезенки и 
лимфатических узлов выявляются активные центры размно-
жения лимфоцитов, а для штамма В05 характерно исчезно-
вение центров их размножения.

Разработанная нами летальная модель ацинетобактерно-
го сепсиса была апробирована в экспериментах по антибио-
тико- и фаготерапии инфекции у мышей. В качестве этио-
тропных препаратов для лечения мы использовали высоко-
активный против обоих тест-штаммов ампициллин/сульбак-
там и специфические бактериофаги АМ24 и AS12. Доза 
антибиотика была эквивалентной человеческой и рассчита-
на с учетом соответствующего коэффициента [42]. Разовая 
доза фагов составила 109 БОЕ. Наш опыт показывает, что 
внутрибрюшинное введение бактериофагов в дозе 108–
109  БОЕ/мышь дает выраженный положительный эффект 
при лечении экспериментального сепсиса различной этио-
логии [43–48]. 

Результативность терапии ацинетобактерного сепсиса 
оценивали по выживаемости животных и санации их орга-
низма от бактерий A. baumannii B05 или A. baumannii 3412. В 
результате фаготерапия оказалась более эффективной, чем 
антибиотикотерапия. Ампициллин/сульбактам и фаги, вво-
димые через 1,5 ч после заражения, обеспечивали 100%-ю 
выживаемость и санацию мышей от клеток ацинетобактера. 
Но антибиотик вводили в течение 5 дней, а фаги – однократ-
но. AM24 и AS12 давали абсолютный лечебный результат 
при однократном применении как при раннем начале лече-
ния, так и при профилактике ацинетобактерного сепсиса. 
Однократное назначение антибиотика через 6 ч после инфи-
цирования оказалось неэффективным по сравнению с фага-
ми. В случае штамма A. baumannii B05 от инфекции погибло 
100% мышей, а в случае штамма 1432 – 80%. Фаг АМ24 в 
режиме позднего лечения защищал от гибели только 70% 
мышей. В это время уровень колонизации печени, легких, 
почек и крови животных клетками ацинетобактера был при-
близительно на 4 порядка выше, чем через 1,5 ч после зара-
жения. О меньшей терапевтической эффективности фаготе-

рапии при более позднем ее начале сообщает и Jiun-Ling 
Wang [49]. По его данным, у мышей BALB/c с летальным 
ацинетобактерным сепсисом, получавших фаг φkm18p с 
задержкой в 1 ч, выживаемость снизилась примерно до 50% 
по сравнению с одновременным внутрибрюшинным введе-
нием культуры и фага (100%-я выживаемость). В случае 
летального сепсиса, вызванного штаммом 1432, все схемы 
профилактики и лечения фагом AS12 дали абсолютный 
лечебный эффект – 100% вылеченных животных. 

Таким образом, разработанные нами модели ацинетобак-
терной инфекции продемонстрировали их пригодность для 
оценки лечебной эффективности различных антибактери-
альных препаратов. Модель летального сепсиса, обуслов-
ленного A. baumannii B05, мы успешно применили в своей 
работе по изучению активности специфичного для K9 виру-
лентного фага AM24 и кодируемой фагом деполимеразы 
DepAPK09 [50]. 

Другие авторы также использовали септическую модель 
ацинетобактерной инфекции для оценки эффективности 
специфичных бактериофагов и антибиотиков [36, 49, 51, 
52]. Altamirano, например, показал, что бактериофаг øFG02 
достоверно снижает нагрузку на органы мышей A. baumannii 
AB900 при внутрибрюшинном введении [36]. При этом у 
клеток ацинетобактера возникает устойчивость к фагу, 
связанная с утратой капсулы. Благодаря этому возбудитель 
становился чувствительным к цефтазидиму. В других 
исследованиях бактериофаг PD6A3 и эндолизин Ply6A3 
защищали от летальной септической инфекции мышей, 
инфицированных внутрибрюшинно минимальной леталь-
ной дозой (1·109 КОЕ) A.  baumannii 32. Выживаемость 
животных после однократного введения PD6A3 (109 БОЕ) и 
Ply6A3 (2 мг) через 1 ч после заражения составила 60 и 
70% соответственно [43]. 

Заключение

Разработанные модели ацинетобактерной инфекции 
позволяют оценивать профилактическую и лечебную актив-
ность антибактериальных препаратов. Эффективность экс-
периментальной фаготерапии и антибиотикотерапии может 
достигать 100% в зависимости от схемы применения. 
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Выбор антибактериальной терапии у детей 
с инфекциями мочевыводящих путей после 
аллогенной трансплантации трупной почки
А.В.Мартыненкова1,2, Н.И.Фёдорова2, Е.А.Молчанова2, Д.Б.Эктов2, Р.Р.Галимов2, Я.В.Панасюк1, 
Н.В.Власенко3, Н.В.Сычева3, А.В.Тутельян3, С.Н.Кузин1

1ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. И.И.Мечникова», Москва, Российская Федерация;
2Российская детская клиническая больница, филиал ФГАОУ «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет им. Н.И.Пирогова», Москва, Российская Федерация;
3ФБУН «Центральный НИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, Москва, Российская Федерация

Проблемой современной трансплантационной хирургии являются инфекции мочевыводящих путей (ИМВП). Klebsiella 
pneumoniae и Escherichia coli  – основные возбудителей ИМВП после аллогенной трансплантации трупной почки 
(АТТП). Опасность инфекционных осложнений, вызванных бактериями  – продуцентами β-лактамаз расширенного 
спектра (БЛРС) состоит в резистентности возбудителей к β-лактамным антибиотикам.
Цель исследования. Изучить частоту выделения E. coli, K. pneumoniae после АТТП, оценить чувствительность выде-
ленных штаммов к препаратам разных фармакологических групп, определить гены резистентности для подбора адек-
ватной терапии.
Материалы и методы. Исследование проходило на базе Российской детской клинической больницы г. Москвы в 
отделении по пересадке почки в период с 01.2017 по 07.2020. В исследование были включены 103 ребенка в возрасте 
от 5 до 17 лет. Для исследования проводили забор мочи в ранние и отдаленные сроки после АТТП. Осуществляли 
определение чувствительности к противомикробным препаратам, генов резистентности металло-β-лактамаз VIM-, 
IMP-, NDM-типов и генов карбапенемаз KPC и OXA-48 типов методом полимеразной цепной реакции.
Результаты. За период с 01.2017 по 07.2020 исследовано 669 штаммов микроорганизмов. Бактериурию и развитие 
ИМВП регистрировали в 83 случаях. Выделено 27 клинически значимых штаммов E. coli и 31 штамм K. pneumoniae. У 
29% исследуемых энтеробактерий выявлена продукция БЛРС. Определили эффективность разных групп антибиоти-
ков в лечении ИМВП после АТТП.
Заключение. E. coli чаще встречалась у девочек, K. pneumoniae – у мальчиков. Около 29% выявленных энтеробакте-
рий продуцировали БЛРС, 43% несли ген карбапенемазы OXA-48. Показано, что препараты первой линии лечения – 
карбапенемы, а низкоэффективные препараты в лечение ИМВП – препараты пенициллинового ряда.
Ключевые слова: �Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, инфекция мочевыводящих путей,  

β-лактамазы расширенного спектра действия, карбапенемазы, антибиотики
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Selection of antibacterial therapy in children with urinary tract 
infections after allogeneic cadaveric kidney transplantation

A.V.Martynenkova1,2, N.I.Fedorova2, E.A.Molchanova2, D.B.Ektov2, R.R.Galimov2, Ya.V.Panasyuk1, 
N.V.Vlasenko3, N.V.Sycheva3, A.V.Tutelyan3, S.N.Kuzin1

1Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation;
2Russian Children’s Clinical Hospital, a branch of the Pirogov Russian National Research Medical University, 
Moscow, Russian Federation;
3Central Research Institute of Epidemiology of Rospotrebnadzor, Moscow, Russian Federation

Urinary tract infections (UTIs) are a significant problem in modern transplant surgery. Klebsiella pneumoniae and Escherichia 
coli are the main causative agents of UTIs after allogeneic cadaveric kidney transplantation (ACKT). The danger of infectious 
complications caused by bacteria producing extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) lies in the resistance of these pathogens 
to β-lactam antibiotics.
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Т рансплантация почки является наиболее эффективным 
методом лечения терминальной стадии хронической 

почечной недостаточности (ХПН) у детей. Качество жизни 
детей с функционирующим почечным трансплантатом зна-
чительно выше, чем у детей, получающих терапию диали-
зом [1]. По данным европейского регистра ERA-EDTA 
(European Renal Association – European Dialysis and Transplant 
Association) за 2015 г., пятилетняя выживаемость пациентов, 
в зависимости от вида заместительной почечной терапии, 
при гемодиализе или перитонеальном диализе составляет 
41,8%, при трансплантации трупной почки – 88%, при транс-
плантации почки от живого донора – 94,1%. При этом тот же 
показатель у пациентов с почечным трансплантатом от труп-
ного донора оценивается в 78,9%, от живого – в 87,4% [2]. По 
данным того же регистра, эффективность пересадки почки 
максимальна у пациентов, оперированных в детском и под-
ростковом возрасте (от 0 до 19 лет), их прогнозируемая про-
должительность жизни составляет ~60–65 лет [3].

В настоящее время данные приживаемости аллотран-
сплантатов также улучшились с появлением новых иммуно-
супрессивных препаратов и разработкой адекватной схемы 
лечения пациента после аллогенной трансплантации труп-
ной почки (АТТП) [4]. Но применение иммуносупрессии, с 
другой стороны, может увеличивать риск инфекционных 
осложнений после трансплантации почки [5–8].

Инфекция после АТТП является одной из основных при-
чин смерти, что составляет 24–56% случаев [9]. Одним из 
частых осложнений является инфекция мочевыводящей 
системы (ИМВП). Существует несколько вариантов возник-
новения ИМВП:

• в первые месяцы после АТТП возможна передача от 
донора к реципиенту в случае, если причиной смерти явля-
лась бактериальная инфекция либо сопутствующая бакте-
риальная инфекция на фоне основного заболевания;

• инфекционное заболевание самого реципиента, кoтoрoе 
проявилось на фоне пострансплантационной терапии; 

• колонизация пациентов, ожидающих трансплантацию, 
внутрибольничными штаммами микроорганизмов, устойчи-
выми к противомикробным препаратам [10–16].

Энтеробактерии являются наиболее частыми возбудите-
лями ИМВП у больных после АТТП. Лидирующее положение 
занимает Escherichia coli, которая выявляется более чем у 
половины пациентов, на втором месте – Klebsiella pneumoniae 
[17, 18].

Опасность инфекционных осложнений, вызванных бакте-
риями – продуцентами β-лактамаз, заключается не только в 
резистентности возбудителей к β-лактамным антибиотикам, 
но и в сопутствующей устойчивости к другим классам анти-
бактериальных препаратов (фторхинолонам, аминогликози-
дам, иногда  – ко-тримоксазолу), что нередко определяет 
клиническую неэффективность лечения и повышает риск 
неблагоприятного исхода у пациента.

Известно, что антибиотикорезистентность имеет генети-
ческую основу. Она подразделяется на видоспецифичную – 
постоянную характеристику, основанную на строении кле-
точной стенки, органоидов клетки, и приобретенную – воз-
никающую вследствие горизонтального переноса генов. При 
этом бактериальная стенка может стать непроницаемой для 
антибиотика, проникновение которого в клетку должно про-
исходить путем активного транспорта. Поступивший препа-
рат может быть инактивирован или связан, метаболизм 
микроба может переключиться на альтернативный путь, 
минуя реакции, заблокированные антибиотиком.

Лекарственная мультирезистентность грамотрицательных 
бактерий является серьезной проблемой клинической транс-
плантации и современной медицины в целом. Мультирезис-
тентность у многих грамотрицательных бактерий (E. coli, 
K.  pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa и др.) определяется 
возможностью продукции этими микроорганизмами β-лакта- 
маз  – ферментов, определяющих устойчивость бактерий 
практически ко всем β-лактамным антибиотикам. В ряде 
современных работ показано, что на долю E. coli, продуциру-
ющих β-лактамазы расширенного спектра (БЛРС), приходит-
ся около 35% от всех штаммов кишечной палочки [19, 20]. 
Отмечается увеличение числа энтеробактерий, продуцирую-
щих металло-β-лактамазы, выделенных от пациентов после 
трансплантации почки, среди них NDM-продуцирующие штам-
мы K. pneumoniae достигают 13% [6, 19–21].

The aim. To study the frequency of E. coli and K. pneumoniae isolation after ACKT, assess the sensitivity of isolated strains to 
drugs from different pharmacological groups, and identify resistance genes to select adequate therapy.
Introduction. UTIs are a significant problem in modern transplant surgery. K. pneumoniae and E. coli are the main causative 
agents of UTIs after ACKT. The danger of infectious complications caused by bacteria producing ESBLs lies in the resistance 
of these pathogens to β-lactam antibiotics.
Materials and methods. The study was conducted at the Russian Children’s Clinical Hospital in Moscow. Specifically, it took 
place in the kidney transplant department from January 2017 to July 2020. The study included 103 children aged 5 to 17 years. 
Urine samples were collected in the early and late stages after transplantation. Antimicrobial drug sensitivity, metallo-β-
lactamase resistance genes (VIM, IMP, and NDM types), and carbapenemase genes (KPC and OXA-48 types) were determined 
using the PCR method.
Results. During the period from January 2017 to July 2020, 669 strains of microorganisms were studied. Bacteriuria and the 
development of UTI were recorded in 83 cases. Twenty-seven clinically significant strains of E. coli, and 31 strains of 
K. pneumoniae were isolated. BLES production was detected in 29% of the studied enterobacteria. The effectiveness of the 
antibiotic groups in the treating of UTIs after ACKT was determined.
Conclusion. E. coli was more common in girls, while K. pneumoniae was more common in boys. Approximately 29% of the 
detected enterobacteria produced ESBLs, and 43% carried the OXA-48 carbapenemase gene. This study showed that 
carbapenems are first-line drugs for treatment, whereas penicillin drugs have low efficacy in treating UTIs.
Key words: �Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, urinary tract infection, extended spectrum β-lactamase, 

carbapenemase, antibiotics
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Цель исследования. Изучить частоту выделения E. coli и 
K. pneumoniae и оценить чувствительность выделенных 
штаммов к антибактериальным препаратам разных фарма-
кологических групп с определением генов резистентности у 
детей с ИМВП после АТТП.

Материалы и методы

Данное исследование проведено на базе Российской дет-
ской клинической больницы – филиал ФГАОУ ВО «РНИМУ 
им. Н.И.Пирогова» г. Москвы (одобрено Комитетом по био-
медицинской этике Российской детской клинической боль-
ницы, протокол №23 от 17.09.2024). 

Исследуемую группу составили 103 пациента, которым в 
период с января 2017 г. по июль 2020 г. выполнено 116 АТТП 
(АТТП) с удовлетворительной функцией почечного транс-
плантата, 13 пациентам были выполнены повторные транс-
плантации почек в связи с неудовлетворительной функцией 
трансплантата. Возраст пациентов составил от 5 до 17,4 года 
(средний возраст 11,2 ± 2,78) из них 40 (41,2%) девочек и 
63 (58,8%) мальчика.

У всех пациентов была диагностирована хроническая 
почечная недостаточность (ХПН) в терминальной стадии. 
Причинами ХПН служили как врожденные генетические 
патологии (врожденная гипоплазия почек, синдром Альпорта, 
пузырно-мочеточниковый рефлюкс, фокально-сегментар-
ный гломерулосклероз, поликистоз, дисплазия, двусторон-
ний уретерогидронефроз и прочие врожденные аномалии 
развития мочеполовой системы), так и приобретенные (хро-
нический пиелонефрит, нефротический синдром неясной 
этиологии, травмы, осложнения после острых кишечных 
инфекций, огнестрельные ранения и прочее). В исследова-
нии участвовало 74 ребенка с врожденной патологией забо-
левания почек и 29 детей с приобретенной патологией. 
Заместительная терапия проводилась 98 пациентам в виде 
перитонеального диализа или гемодиализа, 5 пациентам на 
момент поступления и до трансплантации почки замести-
тельная терапия не требовалась.

Исследуемый материал: моча, взятая в первые сутки 
после трансплантации почки с помощью уретрального кате-
тера. Согласно протоколу исследования, следующее взятие 
мочи осуществляли через неделю и через месяц после 
трансплантации почки. В случае клинических проявлений 
ИМВП забор мочи производили каждые три дня для реги-
страции изменений в составе микрофлоры.

Микробиологическому исследованию подлежала средняя 
порция мочи. Посев осуществляли на плотные питательные 
среды с количественной оценкой степени бактериурии и 

просмотром чашек Петри через 24 и 48 ч. Посев мочи про-
изводили на следующие питательные среды:

• Uriselect 4 (Bio-Rad Laboratories, США)  – питательная 
хромогенная среда для выделения, дифференциации и 
количественного учета микроорганизмов, вызывающих 
инфекции мочевыводящих путей;

• кровяной агар (Becton Dickinson, США) – для выделения 
и культивирования широкого спектра микроорганизмов;

• агар Сабуро с хлорамфениколом (BioMerieux, Франция) – 
для выделения, культивирования и хранения различных 
сапрофитных и патогенных грибов, включая дрожжеподоб-
ные грибы рода Candida;

• агар МакКонки (Bacten Dickinson, США) – для выбороч-
ного выделения и идентификации грамотрицательных пало-
чек, в т.ч. энтеробактерий.

Идентификацию проводили методом MALDI-TOF MS 
VITEK МS (BioMerieux, Франция). 

Клинически значимыми считали микроорганизмы, выде-
ленные в концентрации не менее 104 КОЕ/мл и при условии 
выделения либо монокультуры, либо в ассоциации не более 
чем с одним микроорганизмом. Из исследования исключали 
штаммы, если у пациента отсутствовали клинические про-
явления ИМВП. При выявлении этиологически значимого 
агента осуществляли определение чувствительности к про-
тивомикробным препаратам на микробиологическом анали-
заторе PHOENIX (Becton Dickinson, США). Оценивали чув-
ствительность к 6 основным антибиотикам (табл. 1).

Определение генов резистентности осуществляли методом 
полимеразной цепной реакции в режиме реального времени с 
помощью набора реагентов для выявления генов металло-β-
лактамаз групп VIM, IMP и NDM «АмплиСенс MDR MBL-FL» 
(ФБУН «ЦНИИ эпидемиологии» Роспотребнадзора, Россия) и 
набора для выявления генов карбапенемаз групп KPC и OXA-
48 «АмплиСенс MDR KPC/OXA-48-FL» (ФБУН «ЦНИИ эпиде-
миологии» Роспотребнадзора, Россия). Амплификацию прово-
дили на 5-канальном детектирующем амплификаторе «ДТ 
прайм» (ООО «НПО ДНК-технологии», Россия). 

Статистическую обработку данных проводили при помо-
щи компьютерной программы для статистического анализа 
Statistica 12.0 и программы Microsoft Excel 2010. Были 
использованы методы описательной статистики с определе-
нием частоты встречаемости признака, среднего арифмети-
ческого, медианы и стандартного отклонения (SD).

Результаты исследования

За период с января 2017 г. по июль 2020 г. из мочи в 
послеоперационном периоде (от суток до 3 мес.) у обследо-

Таблица 1. Основные антибактериальные препараты по фармакологическим группам
Table 1. Main antibacterial drugs by pharmacological groups

Название антибиотика / Name of the antibiotic Фармакологическая группа / Pharmacological group

Ампициллин / Ampicillin (AMP) Пенициллины / Penicillins β-лактамные препараты / 
β-lactam drugs

Имипенем / Imipenem (IMP) Карбапенемы / Carbapenems

Цефтазидим / Ceftazidime (CAZ) Цефалоспорины / Cephalosporins

Цефтазидим-авибактам / Ceftazidime-avibactam (CZA) Защищенные цефалоспорины / Protected cephalosporins

Ципрофлоксацин / Ciprofloxacin (CIP) Фторхинолоны / Fluoroquinolones

Тетрациклин / Tetracycline (TE) Тетрациклины / Tetracyclines
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ванных пациентов после трансплантации почки было выде-
лено 669 микроорганизмов. Клинически значимой концен-
трацией для исследования и лечения ИМВП с подтвержден-
ной клиникой считали концентрацию 104 КОЕ/мл и более. 
Бактериурию и развитие ИМВП регистрировали в 83 случа-
ях, у девочек встречалась чаще, чем у мальчиков: в 45 и в 
38 случаях соответственно.

Большинство штаммов не учитывали в работе и учете 
результатов, так как в образце было выявлено 3 и более 
микроорганизмов, что считалось контаминацией материала 
и требовало повторного исследования. Также в нашем 
исследование не учитывали микроорганизмы, концентрация 
которых была менее 103 и по клинической картине не наблю-
дали признаки ИМВП.

При оценке результатов выделенные микроорганизмы 
были разделены на несколько групп: грамположительные 
бактерии (n = 323), неферментирующие грамотрицательные 
бактерии (n = 81), энтеробактерии (n = 204) и грибы (n = 27). 

Среди грамположительных бактерий чаще всего выделя-
ли Enterococcus faecalis (35,5%), Enterococcus faecium (14,2%) 
и Staphylococcus haemolyticus (12%). У грамотрицательных 
бактерий лидировали представители семейства 
Enterobacteriacea, а именно K. pneumoniae (30,8%) и E. coli 
(31,9%). Реже встречались представители неферментирую-
щих грамотрицательных бактерий, среди которых 
P. aeruginosa занимала 60,5%. Грибы в 41% были представ-
лены Candida albicans 

Проводимое исследование включало в себя выявление, 
учет и проведение контроля у пациентов с ИМВП, вызванных 
E. coli, K. pneumoniae.

С 2017 по 2020 г. из исследуемых образцов E. coli была 
выявлена в 45 образцах мочи (18 случаев у мальчиков и 
27 у девочек), из них в исследование вошло 27 этиологиче-
ски значимых штаммов, а K. pneumoniae было выявлено 
38 штаммов (20 штаммов от мальчиков и 18 от девочек). Из 
них 31 штамм был расценен как этиологически значимый: 
концентрация более 104 КОЕ/мл, наличие бактерий в общем 
анализе мочи, клинические проявления ИМВП, высокий уро-
вень С-реактивного белка (СРБ).

По результатам исследования у мальчиков ведущим этио- 
логическим агентом была K. pneumoniae, в то время как 
E.  coli преобладала в группе девочек. На рис. 1 показано 
соотношение количества выделенных микроорганизмов у 
мальчиков и девочек.

У одного пациента микрофлора мочи не менялась, несмо-
тря на проведение широкомасштабной операции. Рост 
E. coli с идентичной антибиотикограммой был получен как до 
трансплантации почки, так и в послеоперационном периоде 
в количестве до 103. Данный штамм был расценен нами как 
не имеющий этиологического значения. В связи с отсутстви-
ем клинических и лабораторных проявлений ИВМП пациен-
ту была назначена поддерживающая, профилактическая 
терапия.

Определение чувствительности выделенных штаммов к 
противомикробным препаратам играет важную роль в назна-
чении адекватной антибактериальной терапии при развитии 
ИМВП в предупреждении развития инфекционных осложне-
ний и в проведении мониторинга за уровнем распростране-
ния резистентных штаммов. 

У выявленных штаммов E. coli и K. pneumoniae определя-
ли чувствительность к 15 основным антибиотикам разных 
фармакологических групп. В ходе исследования определяли 
эффективность следующих фармакологических групп анти-
биотиков в лечении ИМВП после АТТП: фторхинолоны 
(ципрофлоксацин), тетрациклины (тетрациклин), β-лактам- 
ные препараты, включающие в себя: пенициллины (ампи-
циллин), карбапенемы (имипенем), цефалоспорины (цефта-
зидим, цефтазидим/авибактам).

Среди маркеров резистентности фенотипическим мето-
дом определяли продукцию БЛРС. У 29% энтеробактерий по 
результатам исследования регистрировали продукцию 
БЛРС. Генотипическим методом определяли гены продук-
ции карбапенемаз. По итогам исследования ген карбапене-
мазы OXA-48 выявлялся наиболее часто  – 43% из всех 
выделенных карбапенем-резистентных штаммов. Данные по 
остальным генам карбапенемаз (KPC, OXA-48, VIM, NDM, 
IMP) представлены на рис. 2.

Быстрое определение генов и механизмов резистентности 
возбудителей имело большое значение для формирования 
дальнейшей тактики лечения пациентов с ИМВП. 
Полирезистентная K. pneumoniae была выявлена в 1% случа-
ев за все время нашего исследования, штамм был устойчив 
ко всем препаратам в изучаемых нами группах: пеницилли-
нам, цефалоспоринам, фторхинолонам и тетрациклинам. К 
препаратам цефалоспоринового ряда штаммы E. coli были 
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Рис. 1. Обнаружение K. pneumoniae и E. coli в образцах мочи при 
АТТП у детей в зависимости от пола. 
Fig. 2. Detection of K. pneumoniae and E. coli in urine samples in 
children with ATTP depending on gender.

Рис. 2. Типы карбапенемаз, выявляемые у энтеробактерий.
Fig. 2. Types of carbapenemases detected in enterobacteria.
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чувствительны в 55% случаев, в то время как K. pneumoniae – 
в 75%, причем исследуемые культуры E. coli и K. pneumoniae 
сохраняли чувствительность в 89 и 91% случаев к препарату 
цефтазидим/авибактам соответственно.

Активность препаратов группы фторхинолонов по отно-
шению к E. coli и K. pneumoniae составила 60 и 45% соот-
ветственно, а чувствительность к препаратам тетрациклино-
вого ряда составила 20 и 38% случаев среди выявленных 
штаммов.

Высокая резистентность штаммов E. coli и K. pneumoniae 
проявилась к препаратам пенициллинового ряда – 88 и 97% 
случаев соответственно (рис. 3).

K. pneumoniae по сравнению с E. coli проявляла более 
высокую степень устойчивости к антимикробным препаратам. 

Обсуждение

В нашем исследовании анализ полученных данных прово-
дили из образцов биологического материала, доставленного 
в разные послеоперационные периоды, от суток до несколь-
ких месяцев, года. Подавляющая часть ИМВП была зафикси-
рована в ранний послеоперационный период, что могло быть 
связано с наличием послеоперационных ран, возможной 
передачей инфекции от донора к реципиенту, наличием 
скрытых инфекций, в т.ч. и ИМВП, потребностью в проведе-
нии иммуносупрессивной терапии, а также длительным 
нахождением уретральных катетеров. Но Z.Mathe et al. [22] 
отмечали, что установка мочеточниковых стентов не увели-
чивает частоту инфекционных осложнений мочевыводящих 
путей, что в целом подтверждает наше исследование: нали-
чие катетеров и стентов не приводило к возникновению 
инфекции ввиду того, что исключалось их длительное нахож-
дение. Сбор материала в первые сутки после операции про-
водили с помощью установленного катетера, и, как правило, 
все полученные образцы оставались стерильными, что и 
дает нам право сделать вывод о том, что нахождение стентов 
и катетеров не влияет на образование инфекционных ослож-
нение в ранний послеоперационный период, но не исключает 
того факта, что при более длительном нахождении возможен 
риск возникновения инфекционного осложнения.

Нередко возбудителями в ранний послеоперационный 
период являются грамотрицательные микроорганизмы, 
характерные для данного учреждения, такие как E. coli, 
K.  pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus spp. [21, 23, 24]. В 
нашем случае возбудителем в ранний послеоперационный 
период преимущественно являлась K. pneumoniae – основ-
ной возбудитель внутрибольничной инфекции, вне зависи-
мости от получаемой иммуносупрессивной терапии. 
Всемирная организация здравоохранения в 2017 г. обозна-
чила K. pneumoniaе, продуцирующие БЛРС, как одну из наи-
более опасных супербактерий [25, 26]. В нашем исследова-
нии документировано выделение полирезистентной 
K. pneumonia в 1% случаев.

При обнаружении значимой бактериурии назначали стар-
товую эмпирическую терапию для лечения ИМВП после 
АТТП. В качестве препаратов первой линии рассматривали 
карбапенемы, либо цефалоспарины III поколения. Сущест- 
вует мнение, что нет систематических данных по антибио-
тикотерапии у детей после трансплантации почки [27]. При 
этом описывается терапия фторхинолонами как альтернати-
ва использования цефтазидима и амикацина, иногда 
совместно с гентамицином. Однако с учетом нефротоксич-
ности последнего использование его не рекомендуется для 
лечения бактериальной инфекции. Сравнивая наши данные 
по проведению лечения фторхинолонами, можно с уверен-
ностью сказать, что данный препарат может применяться в 
том случае, если данный антибиотик был подобран согласно 
полученному микробиологическому исследованию, но не 
как препарат выбора эмпирической терапии. Также важно 
правильно определять минимальные подавляющие концен-
трации препаратов для выделенных штаммов, в первую 
очередь для K. pneumoniae. При получении данных бактери-
ологического исследования схему лечения корректировали 
либо продолжали в случае верной изначальной тактики 
лечения.

Стоит отметить, что на данный момент опубликовано 
довольно много литературы, касающейся обследования 
взрослых пациентов после трансплантации почки на нали-
чие бактериальных инфекций, но научной литературы, опи-
сывающей бактериальные инфекции, мультирезистентные и 
полирезистентные штаммы K. pneumoniae, изучение генов 
резистентности, подбор по генам адекватной терапии, с уче-
том полученных результатов генотипических исследований у 
пациентов детского возраста после трансплантации почки, 
крайне мало. Учитывая современную проблематику в под-
боре адекватной и своевременной антибиотикотерапии, 
требуется более подробное исследование на предмет про-
ведения мониторинга полученных штаммов у детей после 
АТТП, во избежание трансформации чувствительных штам-
мов в категорию резистентных, а также изучение влияния 
уже сформировавшейся резистентности на полученные 
штаммы представителей семейства Enterobacterales.

Заключение

За время исследования всех полученных образцов в ран-
ний и отдаленный послеоперационные периоды (от суток до 
полугода) было выявлено 58 случаев ИМВП, вызванных 
представителями семейства Enterobacterales, а именно 
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E.  coli (27) и K. pneumoniae (31). Преимущественно у 
K. pneumoniae отмечали развитие устойчивости к антибио-
тическим препаратам, что требовало смены эмпирической 
(стартовой) терапии.

По результатам исследования бактериурия у мальчиков 
регистрировалась реже, чем у девочек, особенно в ранний 
послеоперационный период, что подтверждает тот факт, что 
частота развития ИМВП зависит от пола ребенка за счет ана-
томо-физиологической особенности женского организма. 

При изучении поступающих образцов мочи, полученных 
от обследуемых детей в ранний и отдаленный послеопера-
ционные периоды, E. coli чаще встречалась у девочек, а 
K.  pneumoniae  – у мальчиков, где K. pneumoniae являлась 
частым возбудителем внутрибольничных ИМВП с вероятной 
способностью развития полирезистентных штаммов. А 
E. coli являлась частым возбудителем у детей, которые при-
бывали на катамнезное обследование спустя полгода и 
более, что дает нам право сделать вывод, что E. coli являет-
ся возбудителем внебольничных ИМВП.

У 29% выявленных энтеробактерий регистрировали про-
дукцию БЛРС. По итогам исследования ген OXA-48 выяв-
лялся у 43% от всех выделенных карбапенем-резистентных 
штаммов). 

Выбор стартовой терапии для лечения ИМВП необходимо 
формировать при помощи локальных эпидемиологических 
данных. При развитии ИМВП у детей после трансплантации 
почки в качестве препаратов первой линии при эмпириче-
ской терапии рассматриваются карбапенемы, проявившие 
высокую активность в отношении выделенных штаммов. 
Цефалоспорины III поколения в подавляющем большинстве 
случаев могут оказаться неэффективны.

Для корректировки терапии параллельно проводится 
выявление генов резистентности полученного возбудителя 
для более точного назначения антибиотика, а также возмож-
ного подключения препарата другой фармакологической 
группы с целью усиления действия эффективности лечения 
ИМВП. Каждый препарат подбирается с учетом полученного 
гена, чаще всего это комбинации препаратов защищенных 
цефалоспаринов с карбапенемами, в случае мультирези-
стентных штаммов.

Своевременная и правильно подобранная антибиотикоте-
рапия с применением современных генотипических и фено-
типических методов исследования полученной микрофлоры 
позволяет предотвратить тяжелые виды ИМВП с последую-
щим поражением трансплантируемого органа.
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Влияние рН-стресса на спектры жирных 
кислот штаммов Vibrio cholerae
Е.С.Шипко, О.В.Дуванова, Р.В.Писанов, В.Д.Кругликов

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

Цель. Изучить спектры жирных кислот штаммов Vibrio cholerae разной эпидемической значимости, выделенных из 
различных источников, в условиях кислотного и щелочного стрессов. 
Материалы и методы. В работе использовали штаммы V. cholerae О1, О139 и nonО1/nonО139 серогрупп (ctxAB+tcpA+, 
ctxAB-tcpA-). Для моделирования кислотного/щелочного стресса в условиях in vitro штаммы инкубировали в жидкой 
питательной среде с добавлением соляной, уксусной кислот и щелочи до рН 4,0–11,5. Из клеток получали препараты 
жирных кислот и анализировали методом газовой хромато-масс-спектрометрии на приборе «Маэстро 2-7802» 
(«ИнтерЛаб», Москва) при помощи коммерческой библиотеки масс-спектров NIST17. 
Результаты. При анализе спектров жирных кислот были выявлены отличия в ответной реакции на краткосрочный 
кислотный стресс у клинических штаммов и штаммов, выделенных из воды поверхностных водоемов: клинические 
штаммы активировали механизм cis/trans-изомеризации ненасыщенных жирных кислот, тогда как водные повышали 
сатурацию фосфолипидов. В то же время в условиях пролонгированного умеренного кислотного стресса у всех штам-
мов, взятых в исследование, детектированы аналогичные реакции: увеличение ненасыщенности мембранных липидов 
и циклизация ацильных цепей. Под воздействием щелочного стресса у штаммов V. cholerae независимо от объекта 
выделения наблюдалось появление trans-изомеров моноеновых и диеновых жирных кислот, синтез разветвленных, 
циклопропановых и гидроксикислот. Помимо изменений в жирно-кислотном составе, в условиях рН-стресса отмечен 
синтез сахаров, аминов, спиртов, амидов жирных кислот и некоторых вторичных метаболитов, возможно, играющих 
протективную роль.
Заключение. Специфические изменения в липидоме и метаболоме клетки в ответ на изменения рН среды могут 
увеличивать адаптационный/персистентный потенциал холерного вибриона, способствуя сохранению возбудителя в 
объектах окружающей среды и в организме человека.
Ключевые слова: Vibrio choleraе, жирные кислоты, кислотный стресс, щелочной стресс
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Goal. To study the spectra of fatty acids of Vibrio cholerae strains of different epidemic significance isolated from various 
sources under conditions of acid and alkaline stress.
Materials and methods. V. cholerae strains O1, O139 and nonO1/non O139 serogroups (ctxAB+tcpA+, ctxAB-tcpA-) were used 
in the work. To simulate acid/alkaline stress under in vitro conditions, the strains were incubated in a liquid nutrient medium with 
the addition of hydrochloric, acetic acids and alkali to pH 4.0–11.5. Fatty acid preparations were obtained from the cells and 
analyzed by gas chromatography-mass spectrometry on the Maestro 2-7802 device (InterLab, Moscow) using the NIST17 
commercial mass spectrum library.
Results. When analyzing the spectra of fatty acids, differences were revealed in the response to short-term acid stress in 
clinical strains and strains isolated from surface water: clinical strains activated the mechanism of cis/trans isomerization of 
unsaturated fatty acids, whereas aqueous ones increased phospholipid saturation. At the same time, under conditions of 
prolonged moderate acid stress, similar reactions were detected in all strains taken into the study: an increase in the unsaturation 
of membrane lipids and cyclization of acyl chains. Under the influence of alkaline stress in V. cholerae strains, regardless of the 
object of isolation, the appearance of trans isomers of monoene and diene fatty acids, the synthesis of branched, cyclopropane 
and hydroxyacids was observed. In addition to changes in the fatty acid composition, the synthesis of sugars, amines, alcohols, 
fatty acid amides, and some secondary metabolites, possibly playing a protective role, was noted under pH stress conditions.
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О дним из наиболее важных параметров окружающей 
среды, влияющих на рост и размножение микроорга-

низмов, является локальная концентрация протонов, кото-
рую измеряют как рН.

Микроорганизмы сталкиваются с флуктуациями рН как 
во внешней среде (в результате естественных геохимиче-
ских, бактериальных метаболических процессов, антропо-
генных факторов), так и внутри макроорганизма в течение 
инфекционного процесса или установления симбиотических 
связей [1]. Способность выживать при прохождении через 
кислотный/щелочной барьеры желудочно-кишечного тракта 
человека является важнейшим этапом жизненного цикла 
энтеропатогенных бактерий, в т.ч. холерного вибриона, и 
связано с развитием адаптивной реакции на стресс, извест-
ной как реакция толерантности (РТ). Показано, что РТ повы-
шает процент выживших бактериальных клеток в организме 
хозяина, увеличивая инфекционность возбудителя [2, 3]. РТ 
зависит от ряда факторов: типа кислоты, концентрации, 
уровня pH, фазы роста; в ее реализации задействовано 
более одного молекулярного механизма. Для противодей-
ствия критическому изменению рН внутриклеточной среды в 
условиях кислотного/щелочного стресса бактерии использу-
ют несколько стратегий: производство буферных соедине-
ний, активацию специальных мембранных насосов, компен-
саторные ферментативные сдвиги метаболизма, биопленко-
образование [4, 5]. Одним из механизмов устойчивости 
бактерий к экологическим стрессам является ремоделиро-
вание композиционного состава клеточной мембраны. 
Ключевыми структурными компонентами мембран, первыми 
реагирующими на изменения параметров окружающей 
среды, являются жирные кислоты (ЖК), спектры которых, 
как показано в ряде работ, коррелируют с ацидо/алкилото-
лерантностью некоторых микроорганизмов [6–8]. Десатура- 
ция, элонгация, циклопропанирование, iso/anteiso-разветв- 
ления и cis/trans-изомеризация ацильных цепей ЖК моди-
фицируют физические свойства клеточной мембраны, вклю-
чая температуру фазового перехода, микровязкость, заряд, 
которые, в свою очередь, модулируют активность мембра-
носвязанных ферментов, рецепторов, каналов и транспорте-
ров, обеспечивая мощный адаптационный ответ, направлен-
ный на защиту внутриклеточной среды. Вызывая изменения 
в клеточной структуре, метаболизме, транспортных схемах, 
РТ также может индуцировать перекрестную защиту от дру-
гих типов стресса, включая стресс, индуцированный анти-
бактериальными препаратами, способствовать переходу в 
некультивируемое состояние (крайнюю форму адаптации) 
[9]. Учитывая, что развитие РТ к рН-стрессу повышает сте-
пень колонизации биотопов хозяина, интенсивность проли-
ферации и инвазии, модулирует уровень токсинопродукции, 
изучение механизмов адаптации к данному виду стресса 
имеет большое значение. 

Цель работы состояла в изучении спектров жирных кис-
лот штаммов Vibrio cholerae разной эпидемической значимо-
сти, выделенных из различных источников, в условиях кис-
лотного и щелочного стрессов.

Материалы и методы

В экспериментах использовали следующие штаммы 
V. сholerae: токсигенные штаммы, выделенные из клиниче-
ского материала: О1 classical №13603, O1 El Tor №18332, 
O139 №16064, и нетоксигенные штаммы, выделенные из 
воды: О1 El Tor №Р-20000, О139 №17682, nonO1/nonO139 
№P-20453. Все штаммы были получены из лаборатории 
«Коллекция патогенных микроорганизмов» ФКУЗ 
«Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотреб- 
надзора, где они хранились в ампулах в лиофилизирован-
ном состоянии. 

Моделирование рН-стресса в условиях in vitro проводили 
согласно схеме, представленной в таблице.

Во всех экспериментах контролями служили культуры 
штаммов V. сholerae, выращенные в 1%-й пептонной воде 
(рН 7,8) при 37°С.

Жизнеспособность (наличие или отсутствие роста) иссле-
дуемых штаммов оценивали бактериологическим методом. 

Определение спектров ЖК мембранных липидов прово-
дили методом газовой хромато-масс-спектрометрии на при-
боре «Маэстро-2» («Интерлаб», Россия), созданном на базе 
Agilent при помощи коммерческого ПО «MSD ChemStation» и 
базы данных химических соединений NIST2017. Дерива- 
тизацию ЖК выполняли согласно протоколу, описанному 
ранее [10]. Концентрации отдельных ЖК выражали в про-
центах от общей площади пиков и представляли в виде 
средних арифметических значений (полученных в трех неза-
висимых экспериментах). 

Индекс насыщенности фосфолипидов определяли по 
соотношению насыщенных жирных кислот (НЖК) к ненасы-
щенным жирным кислотам (ННЖК). 

Статистическую обработку данных проводили с использо-
ванием пакета компьютерных программ Microsoft Office 
Excel 2016 (Microsoft, США). Для проведения попарных срав-
нений использовали t-критерий Стьюдента. Доверительный 
интервал был установлен на уровне 95% (p ≤ 0,05).

Результаты исследования и их обсуждение

�Изучение ростовых характеристик V. cholerae 
при разных значениях рН среды
Для изучения механизмов адаптации возбудителя холеры 

к рН-стрессу первоначально была изучена динамика роста 
штаммов V. cholerae O1, О139, nonO1/nonO139 в диапазоне 
рН 4,0–11,5. Выявлено, что у всех штаммов V. cholerae, взя-

Conclusion. Specific changes in lipids and cell metabolism in response to changes in the pH of the environment can increase 
the adaptive/persistent potential of V. cholerae, contributing to the preservation of the pathogen in environmental objects and 
in the human body.
Key words: Vibrio cholerae, fatty acids, acid stress, alkaline stress
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тых в исследование, диапазон роста составлял рН 6,0–11,5 
с оптимумом в области 7,8–9,0. При рН 4,0 рост отсутство-
вал, а жизнеспособность культуры резко снижалась по мере 
увеличения времени инкубации с 15 до 60 мин (КОЕ/мл 
104→101). При инкубации >60 мин ни один штамм не смог 
вырасти и сформировать колонии на агаризованной среде. 
Штаммы V. cholerae проявляли разную степень толерантно-
сти к уксусной кислоте. Наибольшую устойчивость проде-
монстрировали штаммы О1 El Tor №Р-20000 и nonO1/
nonO139 №Р-20453: наличие активного роста через 24 ч 
инкубации при концентрации уксусной кислоты в питатель-
ной среде 90 и 50 мМ/л соответственно. Наименьшей устой-
чивостью обладал штамм О1 classical 13603 – 20 мM/л. При 
рН 11,5 все штаммы возбудителя холеры формировали 
плотную пленку на границе жидкость/воздух (108 КОЕ/мл).

Таким образом, были определены следующие условия 
постановки экспериментов: инкубация при рН 4,0 в течение 
60 мин для моделирования сублетального кислотного стрес-
са; инкубация при рН 6,0 в течение 2 и 24 ч для моделирова-
ния умеренного кислотного стресса; инкубация при рН 9,0 и 
11,5 в течение 2 и 24 ч для моделирования умеренного и 
экстремального щелочного стрессов.

 
�Влияние кислотного стресса на спектр  
жирных кислот штаммов V. сholerae
Анализ спектров ЖК, выявленных у контрольных образ-

цов (37°С; рН 7,8) штаммов V. cholerae, показал преимуще-
ственное содержание гексадекановой (С16:0), гексадецено-
вой (С16:1Δ7) и октадеценовой (С18:1Δ9 и С18:1Δ11) кислот. 
Суммарное количество этих ЖК варьировало от 62,56 до 
80,95%. 

После инкубации в условиях сублетального (рН 4,0) и 
умеренного (рН 6,0) кислотного стресса были выявлены ста-
тистически значимые изменения в составе ЖК относительно 
контролей (р ≤ 0,05). 

Обнаружено, что в ответ на сублетальный кислотный 
стресс (рН 4,0), индуцированный добавлением в питатель-
ную среду соляной кислоты, штаммы возбудителя холеры 
O1, О139, nonO1/nonO139 серогрупп задействовали несколь-
ко типов реакций. Клинические штаммы №№ 13603, 18332, 
16064 увеличивали синтез ННЖК (С16:1Δ7; С18:1Δ11) и 
активировали процесс cis/trans-изомеризации. Геометричес- 
кая изомерия является одной из срочных реакций бактери-
альной клетки на резко изменившиеся условия среды и 
реализуется в том случае, когда синтез ЖК de novo не может 
быть осуществлен. trans-ННЖК имеют более линейную 

структуру по сравнению с cis-изомерами и, подобно НЖК, 
повышают вязкость мембраны. Количество trans-изомеров 
(trans-С18:1Δ11) достигало 10–25% от всех детектированных 
ЖК. Напротив, штаммы, изолированные из объектов окру-
жающей среды, в ответ на сублетальный кислотный шок 
увеличивали индекс насыщенности мембранных липидов с 
1,64–3,5 до 6,96–15,2. Данный процесс был обусловлен уве-
личением продукции гексадекановой (штамм О139 №17682) 
и октадекановой кислот (С18:0) (штаммы О1 №Р-20000 и 
nonO1/nonO139 №Р-20453) (рис. 1). 

Однако высокая сатурация фосфолипидов приводит к 
избыточной жесткости мембраны и отрицательно сказыва-
ется на активности и функциях мембраносвязанных белков. 
Поэтому на фоне истощения ННЖК в экстремально кислых 
условиях штаммы холерных вибрионов, изолированные из 
окружающей среды, вводят в липидный состав разветвлен-

Таблица. Схема моделирования кислотного/щелочного стрессов
Table. Acid/ alkaline stress modeling scheme

Стресс/ Stress Питательная среда / Nutrient 
medium

рН Корректирующий агент / 
Corrective agent

Концентрация клеток, 
кл/мл / Cell 

concentration, cells/ml

Время инкубации, ч / 
Incubation time, h

Сублетальный кислотный / 
Sublethal acid

1%-я пептонная вода /  
1% peptone water

4,0 6Н HCl 109 0,25–0,5–1–1,5–2

Умеренный кислотный / Moderate 
acid

1%-я пептонная вода / 
1% peptone water

6,0 1Н СН3СООН 109 2–24

Умеренный щелочной / Moderate 
alkaline

1%-я пептонная вода / 
1% peptone water

9,0 5Н NaOH 109 2–24

Экстремальный щелочной / 
Extreme alkaline

1%-я пептонная вода / 
1% peptone water

11,5 5Н NaOH 109 2–24

Рис. 1. Спектры ЖК штаммов V. cholerae O1, О139, nonO1/
nonO139 серогрупп при сублетальном кислотном стрессе соля-
ной кислотой (pH 4,0, 37°C, 60 мин). Вверху – штаммы ctx+tcp+. 
Внизу – ctx-tcp-.
Fig. 1. FA spectra of V. cholerae strains O1, O139, nonO1/nonO139 
serogroups under sublethal acid stress with hydrochloric acid (pH 
4.0, 37°C, 60 minutes). Strains ctx+tcp+ are at the top. Strains ctx-tcp- 
are at the bottom.
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ные ЖК и стериноподобные соединения, поддерживающие 
адекватную текучесть липидного бислоя. Cодержание 
anteiso-разветвленных ЖК (а17:0 и а18:0) в условиях кислот-
ного шока (рН 4,0) составляло 5–20%. Эксперименты на 
модельных мембранах показали, что мембраны, содержа-
щие фосфолипиды с разветвленными ЖК, оказались более 
текучие, чем мембраны, содержащие линейные ЖК. ЖК с 
anteiso-разветвлением более эффективно разжижали мем-
браны, чем iso-разветвленные. Корреляция между увеличе-
нием доли anteiso-ЖК и устойчивостью к рН-стрессу выявле-
на у ряда других бактериальных патогенов [11]. 

У штаммов V. cholerae, выделенных из воды: О1 El Tor 
№Р-20000, nonO1/nonО139 №Р-20453 и О139 №17682, в 
условиях сублетального кислотного стресса отмечена акку-
муляция изопреноидных соединений: сквалена, геранилге-
раниола. Сквален  – ациклический тритерпен, важный про-
межуточный продукт для синтеза многих биоактивных тер-
пеноидов, таких как гопаноиды и стерины, которые выполня-
ют жизненно важные функции в клетках микроорганизмов, 
включая антиоксидантную. Данные соединения связаны с 
образованием функциональных мембранных микродоме-
нов, также называемых липидными рафтами. Эти области 
имеют относительно низкую текучесть мембраны и связаны 
с белками-флотилинами [12]. Делеция генов, ответственных 
за синтез гопаноидов и стеринов, повышает чувствитель-
ность бактерий к антибиотикам и детергентам, а также вос-
приимчивость к стрессам, включая изменение рН, темпера-
туры и осмотического давления. Ранее у представителей 
рода Vibrio (V. cholerae, V. vulnificus, V. parahaemolyticus и 
V.  fischeri) была обнаружена способность синтезировать 

изопреноиды по мевалонатному и по альтернативному 
2C-метил-D-эритритол-4-фосфатному пути [13]. Две изопре-
новые единицы конденсируются с образованием геранилпи-
рофосфата, трех единиц фарнезилпирофосфата, а при кон-
денсации – еще двух единиц геранилгераниолпирофосфата. 
Затем они циклизуются, гликозилируются и модифицируют-
ся с получением различных терпеноидов: моно-, ди-, три-, 
тетра- и сесквитерпеноидов. 

Помимо соляной кислоты, в желудке хозяина бактериаль-
ные клетки подвергаются воздействию слабых органических 
кислот, продуцируемых факультативно-анаэробной и обли-
гатно-анаэробной микрофлорой терминальной части под-
вздошной и толстой кишок: уксусной, пропионовой, масля-
ной, валериановой и др., механизмы адаптации к которым у 
бактерий мало изучены. Органические кислоты способны 
свободно диффундировать через бактериальные мембраны 
в незаряженном состоянии, а затем диссоциировать внутри 
клетки с высвобождением протонов во внутриклеточную 
среду, вызывая подкисление цитоплазмы, нарушение хими-
ческого градиента и основных метаболических путей [2, 14]. 
Анионы диссоциированной кислоты, накапливаясь внутри 
клетки, вызывают тургорный стресс, снижают подвижность 
клеток и нарушают функцию мембраны. Уксусная кислота 
является доминирующим экзометаболитом эндосимбионта 
человека (60% от всех летучих кислот). Многообразное дей-
ствие и клинические проявления этого действия позволили 
отнести молекулы уксусной кислоты и других летучих кислот 
к классу универсальных химических носителей информации 
в организме человека [15]. Показано, что экзогенный ацетат 
влияет на подвижность, образование биопленок, реакции на 

Рис. 2. Спектры жирных кислот штаммов V. cholerae при уме-
ренном кислотном стрессе уксусной кислотой (pH 6,0, 37°C, 
2–24 ч).
Fig. 2. Fatty acid spectra of V. cholerae strains under moderate acid 
stress with acetic aci (pH 6.0, 37°C, 2–24 hours). Strains ctx+tcp+ at 
the top. Strains ctx-tcp- at the bottom.

Рис. 3. Спектры ЖК штаммов V. cholerae O1, О139, nonO1/
nonO139 серогрупп при щелочном стрессе (pH 9,0–11,5, 37°C, 
24 ч).
Fig. 3. Fatty acid spectra of V. cholerae strains O1, O139, nonO1/
nonO139 serogroups under alkaline stress (pH 9.0–11.5, 37°C, 
24 h).
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стресс и модулирует патофизиологические реакции некото-
рых энтеропатогенов [16]. 

Начиная с первых часов воздействия умеренного кислот-
ного стресса (рН 6,0), индуцированного добавлением в пита-
тельную среду уксусной кислоты, у большинства штаммов 
V.  cholerae, взятых в исследование, отмечено увеличение 
уровня cis-ННЖК (С16:1 и С18:1), за исключением штаммов 
О1 №Р-20000 и nonO1/nonO139 №Р-20453, у которых кра-
тковременный стресс вызывал увеличение С16:0 и С18:0, а 
пролонгированный – их десатурацию (рис. 2). 

Ранее на модели Escherichia coli зарубежными исследова-
телями продемонстрирована роль двухкомпонентной систе-
мы Cpx в распознавании кислого рН среды и активации 
транскрипции генов биосинтеза ННЖК, что приводит к 
изменению текучести клеточной мембраны и обеспечивает 
рост E. coli в условиях кислотного стресса. Предполагают, 
что увеличение ненасыщенности фосфолипидов в условиях 
кислотного стресса не только влияет на текучесть мембраны 
энтеропатогенов, но и регулирует активность F1F0-АТФазы, 
которая участвует в поддержании гомеостаза цитозольного 
рН путем вытеснения протонов из клетки, а также модулиру-
ет активность фосфотрансферазной системы (регулирует 
широкий спектр транспортных процессов, экспрессию мно-
гочисленных генов, служит прокариотам для коммуникации 
и координации, подобно нервной системе животных) [17, 18]. 
Более того, авторы выдвинули гипотезу, что умеренно кис-
лый рН (например, кишечника хозяина) может также являть-
ся активирующим сигналом для системы Cpx in vivo и играть 
важную роль не только в персистенции возбудителя, но и в 
регуляции факторов вирулентности, включая пили адгезии, 
секретируемые эффекторы и транспортную систему секре-
ции III типа. 

Показана роль данной системы в выведении избытка 
катионов натрия при щелочном стрессе у некоторых бакте-
рий [19]. 

Возможно, у возбудителя холеры реализуется аналогич-
ный механизм устойчивости при умеренном кислотном 
стрессе. 

Через 24 ч инкубации в условиях умеренного кислотного 
стресса часть С16:1 была преобразована в циклопропано-
вые ЖК (cyc17:0), количество которых достигало 5–25% от 
всех ЖК, детектированных в клетке. Молекулярно-
динамическое моделирование показало двоякую роль 
циклопропановых ЖК в физиологии бактериальной клетки: 
с одной стороны, эти липиды стабилизируют клеточные 
мембраны в стрессовых условиях, а с другой – регулируют 
текучесть/проницаемость мембран [20]. У E. coli O157:H7 и 
Salmonella Typhimurium циклизация ацильных цепей ЖК в 
условиях кислотного стресса снижала проницаемость мем-
браны, препятствуя проникновению протонов в клетку, а 
также повышала способность экструдировать протоны из 
цитозоля, помогая бактериям сохранять внутриклеточный 
гомеостаз рН [21]. Интересно, что для патогенных бактерий 
также продемонстрирована роль циклопропановых ЖК в 
реализации вирулентных свойств и устойчивости к противо-
микробным препаратам [22]. 

В ответ на сублетальный и умеренный кислотный стресс 
(рН 4,0 и 6,0) у штаммов V. cholerae O1 №№ 13603, P-20000, 
18332 и nonO1/nonO139 №P-20453 детектирован синтез 

4-аминобутановой кислоты (ГАМК) на 5-й минуте от начала 
анализа. ГАМК представляет собой четырехуглеродную 
небелковую аминокислоту, которая обладает широким спек-
тром физиологической активности и синтезируется в клет-
ках растений, грибов, бактерий и эукариотов. ГАМК образу-
ется из глутамата при участии фермента глутаматдекарбок-
силазы (ГДК). У микроорганизмов ГАМК функционально 
участвует в прорастании спор, а также обусловливает устой-
чивость к экологическим стрессам [23]. Система ГДК обна-
ружена и у холерного вибриона. Существуют данные, что 
ГАМК наряду с другими продуцируемыми прокариотами 
низкомолекулярными веществами (ацетилхолином, серото-
нином, норадреналином, гистамином и другими аминами, 
летучими ЖК) осуществляют взаимодействие с организмом 
хозяина. Секретируемые бактериями нейротрансмиттеры 
могут непосредственно воздействовать на нервные оконча-
ния в желудочно-кишечном тракте, а также стимулировать 
эпителиальные клетки кишечника, которые в ответ высво-
бождают молекулы, модулирующие нейропередачу по энте-
ральной нервной системе, оказывая влияние на ось «кишеч-
ник–мозг» [24, 25]. У штаммов №№ P-20000, 18332 и 
P-20453 ГАМК продуцировалась и в условиях щелочного 
стресса. Помимо ГАМК, у штаммов О1 серогруппы №№ 
13603, 18332 и Р-20000 при рН 4,0 отмечено накопление 
фумаровой и азелаиновой кислот, которые известны своими 
антиоксидантными свойствами.

�Влияние щелочного стресса на спектр  
жирных кислот штаммов V. choleraе
Ощелачивание среды также является стрессом для бак-

терий, о чем свидетельствует активация системы SOS и 
индукция генов теплового шока в ответ на высокие значения 
рН среды [26]. Экстремально высокие значения pH среды 
могут приводить к омылению мембранных липидов и деста-
билизации белковых молекул, что, в свою очередь, приводит 
к растяжению мембраны и ее разрушению. 

Повышение рН среды до 9,0–11,5 активировало несколь-
ко защитных механизмов в клетках возбудителя холеры: 
процесс cis/trans-изомеризации ННЖК (С16:1, С18:1 и 
С18:2), синтез разветвленных (а15:0, а17:0) и циклопропано-
вых ЖК (cyc17:0, cyc19:0). У штаммов №№ Р-20000 и 18332 
биовара El Tor отмечено увеличение синтеза длинноцепоч-
ных ЖК (С22:1Δ13). Инкубация в условиях щелочного стрес-
са приводила к образованию жирных спиртов: додеканола 
(через 2 ч инкубации), тетрадеканола (через 24 ч инкуба-
ции). У штамма nonO1/nonO139 №Р-20453, помимо тетраде-
канола, детектировали появление тетрадеценола, пентаде-
ценола, пентадеканола. У штаммов О1 серогруппы, помимо 
жирных спиртов, отмечено увеличение многоатомных спир-
тов (диолов). Показана роль диолов в обезвреживании 
гидроксил-радикалов, образующихся в процессе перекисно-
го окисления липидов, который часто сопровождает 
рН-стресс [27]. У всех штаммов, взятых в исследование, 
отмечено увеличение гидроксиЖК до 3% при рН 9,0 и до 6% 
при рН 11,5. Помимо гидроксидодекановой, гидрокситетра-
декановой кислот, входящих в состав липополисахарида 
холерного вибриона, детектирован синтез iso/аnteiso-
гидрокситридекановой кислот, не встречающихся при стан-
дартных условиях культивирования. Через 2 ч инкубации у 
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всех штаммов при щелочных значения рН выявлено образо-
вание β-гидроксибутирата. У бактерий β-гидроксибутират 
служит субстратом для синтеза полигидроксибутирата, а 
также участвует в антиоксидантной защите в ответ на эколо-
гические стрессы. Штаммы холерных вибрионов О139 серо-
группы продуцировали гидроксибутират и в условиях аце-
татного стресса (рис. 3). 

Под влиянием щелочного стресса отмечено появление 
нового класса соединений – амидов ННЖК (олеамид, эрука-
мид), составляющих до 2–3% от всех детектированных сое-
динений. Амиды ЖК синтезируются в реакциях, катализиру-
емых синтазой жирных кислот II типа, путем амидирования 
длинноцепочечных НЖК и ННЖК. Известно, что они могут 
проявлять цитотоксический эффект в отношении посторон-
ней микрофлоры, играть роль в межвидовых взаимоотноше-
ниях, осуществлять регуляторную функцию [28]. 

У штаммов V. cholerae №№ 17682 и 16064 О139 серогруп-
пы при рН 9,0 отмечено накопление холестенола, составля-
ющего >30% от всех детектированных в клетке соединений, 
вероятно, поглощенного и аккумулированного из питатель-
ной среды. Патогены человека, включая холерные вибрио-
ны, обладают уникальной способностью ассимилировать и 
утилизировать экзогенные липиды, в т.ч. липиды хозяина 
(жирные кислоты и холестерин). Экзогенные липиды явля-
ются важными источниками углерода для бактериальных 
патогенов, которые задействуют их в центральных метабо-
лических путях, способствующих персистенции в организме 
хозяина и опосредуя патогенез [29]. 

Помимо ремоделирования ЖК состава липидов под дей-
ствием щелочного стресса, штаммы возбудителя холеры 
синтезировали и другие соединения: сахара (α-глюкопирано- 
зид), некоторые вторичные метаболиты, для которых описа-
ны биологически активные свойства (в коммуникации, защи-
те): терпены (гераниол, изоборнеол, борнеол), бензофураны 
(бензофурануксусная кислота). 

Заключение

Получены новые данные о закономерностях изменения 
ЖК состава липидов V. choleraе О1, О139 и nonO1/nonO139 
серогрупп разной эпидемической значимости в условиях 
кислотного/щелочного стрессов. Показано, что краткосроч-
ная инкубация при кислых значениях рН среды вызывала у 
штаммов V. cholerae разные реакции: клинические штаммы 
реагировали синтезом стерических изомеров ННЖК, тогда 
как штаммы, выделенные из воды, – синтезом прямых и раз-
ветвленных НЖК. Изменения состава ЖК в ответ на дли-
тельный умеренный кислотный и щелочной стрессы у штам-
мов V. choleraе независимо от набора детерминант патоген-
ности и источника выделения носили аналогичный характер. 
Добавление кислоты/щелочи в питательную среду, помимо 
модификации липидома, стимулировало накопление в клет-
ках специфических веществ, возможно, играющих протек-
тивную роль. 

Изменения в ЖК-профилях и метаболоме клетки в ответ 
на изменения рН среды могут увеличивать адаптационный/
персистентный потенциал холерного вибриона, способствуя 
сохранению возбудителя в объектах окружающей среды и в 
организме хозяина.
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Небольшие белки E. coli открывают новые возможности для понимания бактерий

Бактериальные малые белки регулируют различные клеточные процес-
сы и реакции на стимулы окружающей среды. Авторы идентифицировали 
малые белки, индуцируемые дефицитом Mg2+ в Escherichia coli, и исследо-
вали механизмы их индукции, субклеточную локализацию и влияние на 
рост клеток. Один из них, YoaI, опосредовал взаимодействие между двух-
компонентными сигнальными системами PhoR-PhoB и EnvZ-OmpR, кото-
рые контролируют клеточные реакции на дефицит фосфата и осмотиче-
ский стресс соответственно. Эти результаты расширяют известный репер-
туар стресс-индуцированных малых белков, регулирующих адаптивную 
сигнализацию бактерий. 

Vellappan S, Sun J, Favate J, Jagadeesan P, Cerda D, Shah P, Yadavalli SS.
Analysis of stress-induced small proteins in Escherichia coli reveals that YoaI mediates  

cross-talk between distinct signaling systems.
Sci Signal. 2025 Aug 26;18(901):eadu7253. DOI: 10.1126/scisignal.adu7253
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Опыт проведения полногеномного 
секвенирования штаммов чумного микроба 
в полевых условиях за пределами 
Российской Федерации (Монголия)
Г.Х.Базарова, Е.Е.Бжитских, А.А.Киреев, А.А.Оплеухин, А.Ю.Югушев, Е.Н.Рождественский

ФКУЗ «Алтайская противочумная станция» Роспотребнадзора, Горно-Алтайск, Российская Федерация

В 2023 г. было проведено испытание мобильной лаборатории для проведения комплексной оценки эпизоотической 
ситуации на территории Монголии (за пределами Российской Федерации) с проведением генетического анализа 
выделенных штаммов. Автономность мобильной лаборатории послужила основанием эффективности ее использова-
ния при эпизоотологическом обследовании природных очагов чумы, в т.ч. трансграничных, в условиях труднодоступ-
ного высокогорья (2300–2800 м над уровнем моря) и отдаленности от лаборатории (560–700 км). Работа мобильной 
лаборатории (2018, 2019, 2021–2023 гг.) в полевых условиях исключила проблему транспортировки образцов, тем 
самым повысила сохраноспособность возбудителя от губительного воздействия прямой солнечной радиации и слож-
ного ветрового режима (высушивание). Полученные результаты позволили уточнить и выявить новые эпизоотические 
участки. Отработанный алгоритм проведения выявления генетических маркеров возбудителя методом полимеразной 
цепной реакции и дальнейшего выполнения бактериологического анализа положительных проб с целью выделения 
культуры возбудителя позволил сократить объем и сроки бактериологических исследований. Для проведения ком-
плексного анализа ситуации в 2023 г. выделенные штаммы (20) основного подвида были исследованы методом полно-
геномного секвенирования, тем самым была продемонстрирована циркуляция генетически отличающихся штаммов 
чумы основного подвида в пределах одного участка.
Ключевые слова: �Yersinia pestis, мобильная лаборатория, Сайлюгемский природный очаг чумы, секвенирование, 

генетическое типирование
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Experience of conducting whole genome sequencing 
of plague microbes strains in field conditions outside 
the Russian Federation (Mongolia)

G.Kh.Bazarova, E.E.Bzhitskikh, A.A.Kireev, A.A.Opleukhin, A.Yu.Yugushev, E.N.Rozhdestvensky

Altai Anti-Plague Station of Rospotrebnadzor, Gorno-Altaisk, Russian Federation

In 2023, a mobile laboratory underwent testing to conduct a comprehensive assessment of the epizootic situation in Mongolia 
(outside the Russian Federation) and perform genetic analysis on isolated strains. The laboratory’s autonomy facilitated its 
effective use in epizootological examinations of natural plague foci, including transboundary ones, within challenging highland 
environments (2,300–2,800 meters above sea level) and at significant distances from established laboratories (560–700 
kilometers). Field deployments of the mobile laboratory between 2018 and 2023 eliminated the need for sample transportation, 
thereby improving pathogen preservation by mitigating the harmful effects of direct solar radiation and complex wind conditions 
(drying). The obtained results enabled the clarification and identification of new epizootic sites.
The developed algorithm for identifying the pathogen’s genetic markers using the PCR method, followed by bacteriological 
analysis of positive samples to isolate the pathogen culture, significantly reduced both the volume and duration of bacteriological 
studies. For a comprehensive analysis of the situation in 2023, twenty isolated strains of the main plague subspecies underwent 
whole-genome sequencing, demonstrating the circulation of genetically distinct plague strains within a single geographical area.
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В современном мире чума остается одной из социально 
значимых эпидемических угроз. Способность чумы к 

быстрому распространению (легочная форма) и сложности 
организации противоэпидемических мероприятий, с учетом 
существования активных природных очагов чумы, требуют 
постоянного мониторирования эпизоотической и эпидемиче-
ской ситуации. Трансграничный Сайлюгемский природный 
очаг чумы расположен на российской и монгольской терри-
ториях. В Кош-Агачском районе Республики Алтай находит-
ся Горно-Алтайский высокогорный природный очаг чумы, 
уникальностью которого является одновременная циркуля-
ция двух филогенетических линий чумного микроба (с 
2012 г.). Высокая эпизоотическая активность Сайлюгемского 
очага, значимое увеличение его эпидемического потенциа-
ла на российской (2014–2016 гг.) и монгольской территориях 
(2010–2023 гг.) [1] вызвали необходимость создания эффек-
тивной системы мониторинга путем реализации междуна-
родных программ российско-монгольского сотрудничества 
[2, 3]. Интенсивность эпизоотии на монгольской части транс-
граничного Сайлюгемского природного очага чумы выше, 
чем на российской, тем самым проведение постоянного 
мониторинга эпизоотологического состояния монгольской 
части трансграничного Сайлюгемского природного очага 
чумы необходимо для снижения риска завоза заболевания и 
его распространения на сопредельных территориях двух 
стран.

Применение автономной мобильной лаборатории монито-
ринга и диагностики (МЛМД) на базе автомобиля «КамАЗ» 
в непосредственной близости от обследуемых участков с 
ежедневной доставкой материала обеспечило качественное 
и оперативное выполнение в полевых условиях лаборатор-
ных исследований, что позволило повысить эффективность 
мониторинга и внести коррективы в тактику эпизоотологиче-
ского обследования с целью контроля, а также прогноза 
эпидемиологической и эпизоотологической ситуации по 
чуме [4]. 

Цель исследования: оценить эффективность примене-
ния автономной МЛМД на базе автомобиля «КамАЗ» для 
повышения качества и оперативности лабораторных иссле-
дований в полевых условиях, а также для улучшения мони-
торинга и прогнозирования эпидемиологической и эпизоото-
логической ситуации по чуме.

Материалы и методы

Биологический материал (серый сурок, мелкие млекопи-
тающие, остатки стола хищных птиц, эктопаразиты) отобран 
и исследован в рамках распоряжения правительства 
Российской Федерации №973-р от 18.04.2023 и приказа 
Роспотребнадзора №324 от 30.05.2023 совместного россий-
ско-монгольского эпизоотологического обследования мон-
гольской части трансграничного Сайлюгемского природного 
очага чумы. Площадь обследования составила 2747,48 км2. 
Использование МЛМД в полевых условиях обеспечило каче-
ственное и оперативное проведение лабораторных исследо-
ваний специалистами ФКУЗ «Алтайская ПЧС» Роспотреб- 
надзора всего полевого материала (100%) методами поли-
меразной цепной реакции (ПЦР) («АмплиСенс® Yersinia 
pestis-FL») с последующим бактериологическим анализом с 

целью выделения возбудителя и молекулярно-филогенети-
ческой оценкой родства изолятов (MinION Mk 1B). 

Результаты исследования и их обсуждение

В результате исследований выявлена циркуляция эпиде-
миологически значимых возбудителей чумного микроба 
основного подвида (Yersinia pestis ssp. pestis), что свидетель-
ствует о высокой активности очага. Сохранение его эпиде-
мического потенциала на монгольской территории способ-
ствует созданию риска международного распространения 
на территорию России. Работа мобильной лаборатории в 
2018, 2019, 2021–2023 гг. в полевых условиях исключила 
проблему транспортировки образцов, тем самым повысив 
сохраноспособность возбудителя от губительного воздей-
ствия прямой солнечной радиации и сложного ветрового 
режима (высушивание) (рис. 1). Полученные результаты 
позволили уточнить и выявить новые эпизоотические участ-
ки. В 2020 г. обследования не состоялись из-за закрытия 
государственной границы по причине пандемии COVID-19.

Прогноз ситуации по полученным результатам: эпизооти-
ческая активность монгольской части продолжится, так как 
существует тенденция к расширению эпизоотической терри-
тории.

Сопоставляя степень родства изолированных штаммов 
выявлено, что на одном участке циркулируют генетически 
отличающиеся штаммы в монгольской части Сайлюгемского 
природного очага чумы основного подвида (рис. 2). 

Для обеспечения задач эпидемиологического благополу-
чия целесообразно применение новых технологий, позволя-
ющих провести комплексную оценку полученных результа-
тов и, таким образом, дающих возможность: предупредить 
социально-экономические последствия; обеспечить ограни-
чительные меры и поддержание жизненного уровня населе-
ния. Испытание мобильной лаборатории с проведением 
молекулярно-филогенетического анализа выделенных 
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Рис. 1. Объем исследований полевого материала в очаге.
Fig. 1. Volume of studies of field material in the outbreak.
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штаммов на территории Монголии (за пределами России) 
позволило провести комплексную оценку эпизоотической 
ситуации по чуме.

Заключение

Автономность МЛМД послужила основанием эффектив-
ности ее использования при эпизоотологическом обследо-
вании природных очагов чумы, в т.ч. трансграничных, в 
условиях труднодоступного высокогорья (2300–2800 м над 
уровнем моря) и отдаленности от лаборатории (560–700 км). 
Отработанный алгоритм проведения выявления генетиче-
ских маркеров возбудителя методом ПЦР и дальнейшего 
выполнения бактериологического анализа положительных 
проб с целью выделения культуры возбудителя позволил 
сократить количество и сроки бактериологических исследо-
ваний, тем самым давая возможность обеспечить каче-
ственное и оперативное выполнение в полевых условиях 
лабораторных исследований в полном объеме. Для проведе-
ния комплексного анализа ситуации в 2023 г. выделенные 
штаммы (20) основного подвида были исследованы методом 
полногеномного секвенирования. Короткие сроки диагно-
стики позволили повысить эффективность мониторинга и 
внести коррективы в тактику обследуемых участков с целью 
контроля и прогноза эпидемиологической и эпизоотологиче-
ской ситуации по чуме.

Проведенное генетическое типирование позволило про-
вести комплексную оценку природного очага чумы с геном-
ной паспортизацией и определением филогенетического 
родства выделенных штаммов. 

Для обеспечения российской биологической безопасно-
сти генетическая информация выгружена на национальную 
платформу VGARus и передана в Референс-Центр ФКУН 
«Российский противочумный институт «Микроб» для даль-
нейшего углубленного изучения. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Суперустойчивые бактерии обнаружены у диких птиц в реабилитационном центре 
на побережье штата Сан-Паулу, Бразилия

Распространение Enterbacterales, продуцирующих β-лактамазы 
расширенного спектра (ESBL), когда-то в основном ограничивав-
шееся учреждениями здравоохранения, стало растущей пробле-
мой, поскольку эти патогены угрожают разнообразным средам, 
включая места обитания диких животных. В работе описываются 
клоны Enterobacterales, продуцирующие ESBL, высокого риска у 
диких животных, проходящих реабилитацию в зоологическом парке 
на юго-востоке Бразилии. Среди 49 отобранных образцов диких 
млекопитающих и птиц, два штамма Escherichia coli, от полосатой 
неясыти и черного грифа, дали положительный результат на про-
дукцию ESBL и продемонстрировали профили множественной 
лекарственной устойчивости. Геномная характеристика идентифицировала эти штаммы как принадлежащие к глобально 
признанным клонам последовательности типа (ST) ST10 и ST155, которые связаны с широко распространенной устойчиво-
стью к противомикробным препаратам (AMR) и тяжелыми инфекциями в медицине и ветеринарии. Штаммы содержали гены 
резистентности к нескольким противомикробным препаратам и факторы вирулентности, обычно встречающиеся у внеки-
шечных патогенных E. coli. Гены, кодирующие ESBL, были связаны с мобильными генетическими элементами: ген blaCTX–M–15 
был встроен в область множественной лекарственной устойчивости, фланкированную элементами Tn3 и IS26, а ген blaCTX–M–2 – 
в сложный интегрон класса 1. Данное исследование выявляет потенциальную роль центров реабилитации диких животных 
как резервуаров критической устойчивости к противомикробным препаратам (УПП), подчеркивая важность мониторинга 
таких учреждений на наличие приоритетных патогенов. Исследование подтверждает необходимость микробиологического 
надзора в центрах реабилитации диких животных для предотвращения распространения УПП в естественные экосистемы и 
призывает к разработке стандартизированных руководств по реинтродукции животных, чтобы гарантировать, что колонизи-
рованные дикие животные не будут способствовать распространению резистентных патогенов в дикой природе.

Garcia BBR, Paiva GE, Silva MUB, Furlan JPR, Fuga B, Lemos PR, et al.
High-risk Escherichia coli global clones ST10 and ST155 in wild raptors admitted to a rehabilitation center.

Vet Res Commun. 2025 Jul 1;49(4):241. DOI: 10.1007/s11259-025-10811-y
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Особенности изменений микробного пейзажа 
возбудителей гнойно-септических инфекций 
и их чувствительности к антимикробным 
препаратам во всех отделениях 
многопрофильного детского стационара 
за период 2017–2023 гг. 
Ю.Г.Дьячкова 

СПб ГБУЗ «Детский городской многопрофильный клинический центр высоких медицинских технологий 
им. К.А.Раухфуса», Санкт-Петербург, Российская Федерация

В работе изучены изменения микробного пейзажа возбудителей гнойно-септических инфекций в многопрофильном 
детском стационаре и развитие антибиотикорезистентности у Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, 
Klebsiella pneumoniae и Staphylococcus aureus в период с 2017 по 2023 г. Выяснено, что структура высеваемости из 
года в год оставалась схожей. Основными возбудителями были стафилококки (62,6–69,4%), затем, в порядке убыва-
ния,  – энтеробактерии (12,1–15,5%), неферментирующие грамотрицательные микроорганизмы (7,1–9,3%), стрепто-
кокки (2,6–6%), грибы рода Candida (3,8–5%), энтерококки (1,7–2,8%). Доля резистентных штаммов от всех выделен-
ных за год бактерий одного вида изменялась волнообразно по годам в случае A. baumannii, P. aeruginosa и 
K. pneumoniae. Но у «неферментеров» пики резистентности к антибиотикам разных групп совпадали по годам, а у 
клебсиеллы пики устойчивости к разным антибиотикам приходились на разные годы. Устойчивость S. aureus к анти-
биотикам в целом выросла, хотя процент резистентных штаммов был меньше, чем у грамотрицательных микроорга-
низмов. Устойчивость к антибиотикам S. aureus менялась также волнообразно по годам, а пики устойчивости к разным 
антибиотикам приходились на разные годы. Данные наблюдения помогут спрогнозировать и улучшить результаты 
лечения и эпидемиологическую ситуацию.
Ключевые слова: �антибиотикорезистентность, резистентные штаммы, мониторинг микробной флоры, 

патогены высокого приоритета, микробиота, условно-патогенные бактерии, 
неферментирующие грамотрицательные бактерии
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Features of changes in the microbial landscape of pathogens 
causing purulent-septic infections and their sensitivity 
to antimicrobial drugs in all departments of a children’s 
hospital for the period 2017–2023

Yu.G.Dyachkova

St. Petersburg K.A.Rauhfus Children’s Municipal Multi-specialty Clinical Center of High Medical Technology, 
St. Petersburg, Russian Federation

The work studied changes in the microbial landscape of pathogens causing purulent-septic infections in a multidisciplinary 
children’s hospital and the development of resistance of Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella 
pneumoniae и Staphylococcus aureus in the period from 2017 to 2023. It was found that the seeding pattern remained similar 
from year to year. Staphylococci remained the main pathogens (62.6–69.4% in different years). Then, in descending order, 
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В современном мире глобальные изменения экологии 
сопровождаются ростом бактериальных инфекций. С 

одной стороны, этиология таких инфекций связана с так 
называемыми условно-патогенными бактериями, входящи-
ми в состав микробиоты человека (стафилококки, стрепто-
кокки, энтеробактерии), с другой  – в качестве этиологиче-
ских агентов все чаще выступают неферментирующие гра-
мотрицательные бактерии (НГОБ), не свойственные орга-
низму человека, для которых более естественна колониза-
ция влажных объектов внешней среды (Burkholderia sepacia, 
Pseudomonas spp., Acinetobacter spp., Stenotrophomonas 
maltophilia и др.) [1].

В нашем многопрофильном клиническом центре среди 
различных патологий велика доля нозологических форм, 
этиологическими агентами которых являются бактерии.

Мониторинг изменений микробной флоры, выделяемой в 
медицинских учреждениях, наряду с выявлением штаммов, 
предположительно являющихся госпитальными, служат 
основой для эффективной антибиотикотерапии, рациональ-
ного использования антисептических, дезинфицирующих 
средств и своевременного проведения санитарно-эпидемио-
логических мероприятий [2–5].

В условиях широкого применения антибиотиков бактерии 
приобретают все более изощренные формы защиты, позво-
ляющие им беспрепятственно выживать и размножаться в 
присутствии антибиотиков самых последних поколений, ста-
новятся антибиотикорезистентными [1, 6–8].

Антибиотикорезистентность – формирование у микроор-
ганизмов особых механизмов защиты, при которых как стан-
дартные, так и повышенные дозы антибактериальных пре-
паратов становятся неэффективными [2].

Применение антибактериальных препаратов приводит к 
увеличению количества антибиотикорезистентных госпи-
тальных штаммов, затем устойчивые штаммы распростра-
няются среди населения [3].

Всемирная организация здравоохранения в 2024 г. созда-
ла список приоритетных патогенных бактерий. В него внесе-
ны микроорганизмы, устойчивые к антибиотикам, которые 
вызывают наибольшие опасения в связи с проблемами 
передачи, лечения и профилактики. К группе патогенов 
высокого приоритета относят резистентные Staphylococcus 
aureus и Pseudomonas aeruginosa [9].

Цель работы: изучение микробного пейзажа возбудите-
лей гнойно-септических инфекций и антибиотикочувстви-
тельности наиболее клинически значимых микроорганизмов 

во всех отделениях детского многопрофильного стационара 
с 2017 по 2023 г. 

Материалы и методы

Бактериологические исследования проводились в 
Детском городском многопрофильном клиническом центре 
высоких медицинских технологий им. К.А.Раухфуса в пери-
од 2017–2023 гг. Были исследованы штаммы микроорганиз-
мов, выделенные от пациентов из различных отделений: 
(челюстно-лицевая хирургия, эндокринология, офтальмоло-
гия, хирургия, пульмонология, изоляционно-диагностиче-
ское отделение, ЛОР-отделение, реанимация и дневной 
стационар). Биоматериалы для исследования: отделяемое 
из зева и носа, мокрота, бронхоальвеолярный лаваж, плев-
ральная, перитонеальная жидкость, гнойное отделяемое, 
моча, секционный материал, кровь, ликвор, синовиальная 
жидкость. Материал забирали в тупфер с транспортной сре-
дой Эймса без угля (ООО «МК РУСТЕК», Россия). Моча, 
мокрота, бронхоальвеолярный лаваж поступали в стериль-
ных контейнерах. Посев крови производили на двухфазную 
систему для аэробных и факультативно-анаэробных гемо-
культур (ООО «НИЦФ», Россия). Посев биоматериала про-
изводили на несколько питательных сред: 5%-й кровяной 
агар, Эндо, желточно-солевой, шоколадный агар, Сабуро с 
хлорамфениколом. Также посев производили на среды обо-
гащения  – сахарный бульон и тиогликолевую среду. Все 
среды производства ООО «НИЦФ» (Россия). Желточно-
солевой, кровяной и шоколадный агары производились в 
лаборатории на основе ГМФ-агара (ООО «НИЦФ», Россия) 
с помощью добавления соли и яичного желтка для желточ-
но-солевого агара и крови или гретой крови в случае кровя-
ного и шоколадного агара соответственно. Посев термоста-
тировали 24 ± 2 ч при температуре 37°C. Выделяли чистую 
культуру возбудителя, определяли ее количество, идентифи-
цировали до вида и оценивали клиническую значимость. 
Идентификацию микроорганизмов проводили рутинными 
бактериологическими методами [10, 11] на основе культу-
ральных, морфологических, тинкториальных, биохимиче-
ских свойств, а также посредством бактериологического 
анализатора Walk away 40 plus (Siemens, Германия). 
Чувствительность к антибиотикам изучали диско-диффузи-
онным методом в соответствии с рекомендациями [12] на 
агаре Мюллера–Хинтон (ООО «НИЦФ», Россия). Для требо-
вательных культур исследование на антибиотикочувстви-

enterobacteria (12.1–15.5%), “non-fermenting” gram-negative microorganisms (7.1–9.3%), streptococci (2.6 to 6%), Candida 
fungi (3.8–5%), enterococci (1.7–2.8%). Antibiotic resistance (percentage of resistant strains from all bacteria of this type 
isolated per year) of A. baumannii, P. aeruginosa and K. pneumoniae changed in waves over the years. But for “non-fermenters” 
the peak of resistance to antibiotics of different groups falls on the same year, and for Klebsiella the peaks of resistance to 
different antibiotics fall on different years. The resistance of S. aureus to antibiotics has increased in general. The percentage 
of resistant strains is lower than that of gram-negative microorganisms. The resistance of S. aureus to antibiotics also changed 
in waves over the years, with peaks of resistance to different antibiotics occurring in different years. These observations will 
help to predict and improve treatment outcomes and the epidemiological situation.
Key words: �antibiotic resistance, resistant strains, monitoring changes in microbial flora, high-priority pathogens, microbiota, 

opportunistic bacteria, non-fermenting gram-negative microorganisms

For citation: Dyachkova Yu.G. Features of changes in the microbial landscape of pathogens causing purulent-septic infections and their sensitivity to 
antimicrobial drugs in all departments of a children’s hospital for the period 2017–2023. Bacteriology. 2025; 10(3): 37–41. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-
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тельность проводили на среде с добавлением 5% крови и 
β-НАД. 

Статистическую информацию о высеваемости культур и 
антибиотикочувствительности получали при помощи про-
граммы «АльфаЛаб» по ТУ 9443-001-0116899131-2015. 
Антибиотикорезистентность оценивали по доле/проценту 
устойчивых к указанному антибиотику штаммов микроорга-
низма от всех микроорганизмов данного вида, выделенных 
за год.

Результаты исследования и их обсуждение

Данные о высеваемости возбудителей гнойно-септиче-
ских инфекций в нашей больнице за указанный период 
представлены в табл. 1. 

Общее количество выделенных микроорганизмов по 
годам было подвержено некоторым колебаниям, но в тече-
ние всего исследуемого периода основными возбудителями 
оставались стафилококки (62,6–69,4%) и из них на первом 
месте – S. aureus. 

Следующими по значимости среди возбудителей являют-
ся энтеробактерии. Они высевались в 12,1–15,5%. Среди 
энтеробактерий важное место занимает K. pneumoniae, их 
доля оставалась стабильной (4,1–5,1%). 

НГОБ занимают в структуре высеваемости следующее 
место  – от 7,1 до 9,3% в разные годы (Acinetobacter spp., 
Pseudomonas spp.). 

Доля стрептококков за период наблюдения варьировала 
по годам от 2,6 до 6%. При этом произошло увеличение 
высеваемости β-гемолитического стрептококка группы А, 
доля которого повысилась с 0,2 до 2,3%. 

Грибы рода Candida были выделены в количестве 3,8–5%, 
наиболее распространенным из них является C. albicans 
(2,6–3,8% от всех возбудителей гнойно-септических инфек-
ций). 

Доля энтерококков оставалась в указанные годы пример-
но на одном уровне – от 1,7 до 2,8%.

За период с 2017 по 2023 г. мы изучали антибиотикочув-
ствительность наиболее клинически значимых микроорга-
низмов. Среди НГОБ это A. baumannii и P. aeruginosa, 
K.  pneumoniae среди грамотрицательных микроорганизмов 
семейства Enterobacterales. Из грамположительных микро-
организмов антибиотикорезистентность изучалась у 
S. аureus как у самого частого возбудителя гнойно-септиче-
ских инфекций.

В ходе исследования выявлено, что резистентность к 
антибиотикам A. baumannii (табл. 2) резко выросла в 2018 г. 
по сравнению с 2017 г. Рост устойчивости ко всем антибио-
тикам продолжался до 2020 г., в 2021 г. резистентность 
снизилась с последующим повышением в 2022 г. по боль-
шинству антибиотиков. В 2023 г. снова наблюдается сниже-
ние резистентности. В целом можно сказать, что резистент-
ность этого микроорганизма за исследуемые годы выросла. 

Устойчивость антибиотиков к P. aeruginosa изменялась 
также волнообразно (табл. 2). Пик резистентности по всем 
антибиотикам пришелся на 2019 г. В 2020 г. началось сниже-
ние антибиотикорезистентности, которое длилось до 2023 г. 
включительно, лишь устойчивость к имипенему показала 
высокую цифру в 2021 г., а затем также снижалась. 

Если сравнивать динамику антибиотикорезистентности у 
обоих «неферментеров»  – A. baumannii и P. aeruginosa  – и 
энтеробактерии K. pneumoniae, то во всех случаях изменение 
происходит волнообразно по годам. Но у бактерий группы 
НГОБ пик резистентности по антибиотикам разных групп при-
ходится на один и тот же год, а у клебсиеллы пики устойчиво-
сти по разным антибиотикам приходятся на разные годы. 

Устойчивость S. aureus к антибиотикам (табл. 2) в целом 
выросла. Процент резистентных штаммов меньше, чем у 
грамотрицательных микроорганизмов, которых мы рассма-
тривали ранее. Наибольшая устойчивость у S. aureus обна-
руживается к эритромицину – до 30% в 2022 г. Резистентность 
к S. aureus менялась также волнообразно по годам, пики 
устойчивости по разным антибиотикам приходились на раз-
ные годы. 

Таблица 1. Количество выделенных штаммов микроорганизмов по годам
Table 1. Number of isolated microorganism strains by year

Возбудитель/год / Pathogen/year 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 

Стафилококки / Staphylococci 3449 (62,6%) 3627 (66,6%) 3544 (69,4%) 2833 (68,3%) 3355 (64,9%) 3677 (69,0%) 3770 (67,8%)

S. aureus 2827 (51,3%) 3100 (56,9%) 2964 (58,0%) 2184 (52,7%) 2488 (48,1%) 2712 (50,9%) 2892 (52,0%)

Энтеробактерии / Enterobacteria 853 (15,5%) 828 (15,2%) 620 (12,1%) 578 (13,9%) 708 (13,7%) 665 (12,5%) 718 (12,9%)

K. pneumoniae 281 (5,1%) 278 (5,1%) 232 (4,5%) 193 (4,7%) 247 (4,8%) 216 (4,1%) 243 (4,4%)

НГОБ / NFGNB 492 (8,9%) 389 (7,1%) 384 (7,5%) 332 (8,0%) 481 (9,3%) 441 (8,3%) 439 (7,9%)

A. baumannii 67 (1,2%) 59 (1,1%) 45 (0,9%) 51 (1,2%) 42 (0,8%) 66 (1,2%) 62 (1,1%)

P. aeruginosa 141 (2,6%) 154 (2,8%) 118 (2,3%) 151 (3,6%) 164 (3,2%) 125 (2,3%) 133 (2,4%)

Стрептококки / Streptococci 328 (6,0%) 248 (4,6%) 202 (4,0%)) 108 (2,6%) 261 (5,0%) 240 (4,5%) 292 (5,2%)

S. pyogenes 29 (0,5%) 11 (0,2%) 15 (0,3%) 22 (0,5%) 15 (0,3%) 35 (0,7%) 128 (2,3%)

S. pneumoniae 269 (4,9%) 198 (3,6%) 168 (3,3%) 76 (1,8%) 177 (3,4%) 138 (2,6%) 135 (2,4%)

Энтерококки / Enterococci 146 (2,7%) 153 (2,8%) 110 (2,2%) 98 (2,4%) 103 (2,0%) 92 (1,7%) 129 (2,3%)

Candida spp. 241 (4,4%) 205 (3,8%) 249 (4,9%) 196 (4,7%) 261 (5,0%) 217 (4,1%) 215 (3,9%)

C. albicans 182 (3,3%) 148 (2,7%) 192 (3,8%) 142 (3,4%) 185 (3,6%) 140 (2,6%) 168 (3,0%)

В таблице представлены данные о структуре высеваемости в процентах от всех выделенных микроорганизмов. /  
The table presents data on the structure of seeding as a percentage of all isolated microorganisms.
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Заключение

В результате исследования выяснилось, что с некоторыми 
колебаниями микробный пейзаж за исследуемые годы оста-
вался постоянным. Наибольшее количество выделенных 
штаммов занимают стафилококки, затем идут энтеробакте-
рии, неферментирующие грамотрицательные микроорга-
низмы, стрептококки, грибы и энтерококки соответственно. 

Изучение антибиотикорезистентности наиболее клиниче-
ски значимых штаммов выявило волнообразные колебания 
с пиками для неферментирующих грамотрицательных 
микроорганизмов в определенные годы для всех антибио-
тиков, а для K. pneumoniae и S. aureus – в разные годы для 
разных антибиотиков. В целом резистентность грамотрица-
тельных микроорганизмов, включая K. pneumoniae, выросла 
больше, чем у S. aureus.

Данный мониторинг позволит спрогнозировать и улуч-
шить результаты лечения и эпидемиологическую ситуацию.
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Неизвестные микробы обнаружены в продуктах питания

Используя метод метагеномики, исследователи составили самую большую на сегодняшний день базу данных микробов, 
связанных с продуктами питания, что позволило идентифицировать разнообразные виды микробов, присутствующих в 
определенных продуктах питания. База данных, составленная на основе образцов более 2500 продуктов питания из 50 раз-
ных стран, включает более 1100 бактериальных геномов. Поскольку некоторые из идентифицированных бактериальных 
геномов связаны с порчей продуктов питания, исследование обеспечивает основу для контроля качества и тестов на порчу 
продуктов питания, лучшего понимания некоторых штаммов, обнаруженных в микробиоме человека, и потенциально может 
применяться в стратегиях сокращения отходов для продления срока годности продуктов питания.

Previously Unidentified Microbes Detected in Food. The Scientist.  
https://www.the-scientist.com/previously-unidentified-microbes-detected-in-food-72215.
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Характеристика литического фага Ph_15, 
активного в отношении биопленок 
Pseudomonas aeruginosa
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Н.А.Сухаричева, Н.С.Грищенко, Т.И.Рудницкая, Е.С.Кузина

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Мультирезистентные штаммы Pseudomonas aeruginosa относятся к числу наиболее важных нозокомиальных патоге-
нов, вызывающих инфекции с высоким уровнем смертности. Благодаря наличию у них большого числа факторов 
вирулентности эти бактерии вызывают обширное повреждение тканей макроорганизма, а их биопленки ассоциирова-
ны с переходом инфекционного процесса в хронический. Для лечения заболеваний, вызванных штаммами, устойчи-
выми к антимикробным препаратам, а также для борьбы с биопленками P. aeruginosa в последние годы разрабатыва-
ются альтернативные подходы. Одним из них является использование литических бактериофагов и их ферментов. 
Применение бактериофагов для борьбы с биопленками, образованными штаммами P. aeruginosa, основано на способ-
ности некоторых фагов с помощью своих ферментов разрушать внеклеточный матрикс биопленок. В данном исследо-
вании представлена характеристика нового литического бактериофага Ph_15, активного в отношении P. aeruginosa. 
Наличие у фага разрушающей активности в отношении экзополисахаридного матрикса биопленок открывает новые 
перспективы в борьбе с нарастающей антибиотикорезистентностью.
Ключевые слова: �Pseudomonas aeruginosa, разрушение биопленок, бактериофаги, ферменты,  

экзополисахаридный матрикс, антибактериальная терапия
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Multidrug-resistant strains of Pseudomonas aeruginosa are among the most important nosocomial pathogens causing 
infections with high mortality rate. Due to the presence of a large number of virulence factors, these bacteria cause extensive 
tissue damage in the macroorganism, and their biofilms are associated with the transition of the infectious process to chronicity. 
To treat diseases caused by antimicrobial-resistant strains and to control P. aeruginosa biofilms, alternative approaches have 
been developed in recent years. One of the alternative ways to treat infections caused by P. aeruginosa is the use of lytic 
bacteriophages and their enzymes. The use of bacteriophages to combat biofilms formed by P. aeruginosa strains is based on 
the ability of some phages, with the help of their enzymes, to degrade the extracellular matrix of biofilms. This study presents 
the characterization of a new lytic bacteriophage Ph_15 active against P. aeruginosa biofilms. This study presents the 
characterization of a new lytic bacteriophage Ph_15 active against P. aeruginosa. The presence of phage destructive activity 
against exopolysaccharide matrix of biofilms opens new perspectives in the fight against growing antibiotic resistance.
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Характеристика литического фага Ph_15, активного в отношении биопленок Pseudomonas aeruginosa

Study of phage and disinfectants combination combined for the destruction of Pseudomonas aeruginosa biofilms

P seudomonas aeruginosa – грамотрицательная условно-
патогенная бактерия, вызывающая широкий спектр 

внутрибольничных заболеваний [1]. Данный патоген отнесен 
к группе ESKAPE и представляет серьезную угрозу для 
общественного здравоохранения из-за растущей антибио-
тикоустойчивости [2]. Карбапенем-резистентная синегной-
ная палочка занимает 10-е место в списке приоритетных 
патогенов, опубликованном Всемирной организацией здра-
воохранения в 2024 г. [3]. 

Благодаря способности к образованию биологических 
пленок бактерия колонизирует различные поверхности, в 
т.ч. медицинские материалы и оборудование пищевой про-
мышленности. Повсеместное распространение P. aeruginosa 
как на биотических, так и на абиотических поверхностях 
делает данный микроорганизм отличной моделью для изу-
чения бактериальных биопленок [4]. Клетки в форме био-
пленки приобретают повышенную устойчивость к условиям 
окружающей среды, антибиотикам и дезинфицирующим 
средствам, а также к иммунной системе и различным мето-
дам облучения [5]. Устойчивость патогена к антибиотикам 
приводит к неэффективности лечения, и, несмотря на раз-
работку новых антибактериальных препаратов, уровень 
смертности от инфекций, вызванных P. aeruginosa, остается 
достаточно высоким и составляет 20–60% [6, 7]. 

Широкое распространение штаммов P. aeruginosa с мно-
жественной лекарственной устойчивостью и их способность 
образовывать биопленки создают необходимость поиска 
новых альтернативных средств лечения заболеваний, 
вызванных данным патогеном, и способов удаления биоло-
гических пленок с различных поверхностей. 

Альтернативные способы лечения основаны на примене-
нии бактериофагов и их ферментов [8, 9]. Применение 
фагов как самостоятельных противомикробных препаратов 
не является новым подходом. Однако, несмотря на это, 
изучение литических фагов и их взаимодействия с бактери-
альными клетками остается перспективным направлением. 
Научные исследования демонстрируют высокую эффектив-
ность применения бактериофагов, их ферментов и коктей-
лей в отношении P. aeruginosa с множественной лекар-
ственной устойчивостью не только в моделях in vitro и in 
vivo, но и в клинических исследованиях [10–14]. Это обу-
славливается способностью бактериофага проникать в био-
пленку и разрушать ее структуру используя различные 
механизмы, среди которых: способность разрушать структу-
ру экзополисахаридного матрикса, способность атаковать и 
убивать бактериальные клетки и способность лизировать 
клетки после заражения [15]. Некоторые бактериофаги 
используют литические ферменты, такие как эндолизины и 
деполимеразы, обладающие ферментативной активностью 
в отношении бактериальных пленок [13, 16, 17]. Применение 
фаговых ферментов может существенно улучшить процес-
сы лечения бактериальных инфекций. Однако, несмотря на 
все преимущества фаговой терапии, ее применение 
по-прежнему ограниченно рядом факторов, одним из кото-
рых является недостаточная изученность этих антибактери-
альных агентов. Поэтому качественная молекулярно-гене-
тическая характеристика бактериофагов может значитель-
но улучшить процесс разработки новых препаратов на их 
основе. 

Цель работы: микробиологическая, молекулярно-генети-
ческая и фенотипическая характеристика фага Ph_15, 
активного в отношении экзополисахаридного матрикса био-
пленок P. aeruginosa.

Материалы и методы

Выделение и очистка бактериофага
Бактериофаг Ph_15 был выделен ранее из сточных вод 

Московской области методом обогащения [18]. Для очистки 
бактериофага фаголизат осаждали в присутствии ПЭГ 8000 
(при конечной концентрации 10% и 500 мМ NaCl) в течение 
24 ч с последующим центрифугированием при 10  000 g 
(ротор Beckman SW50.1 Ti, Beckman Coulter Inc., Бри, 
Калифорния, США) в течение 10 мин при температуре +4°C. 
Для дальнейшей характеристики фага использовали бакте-
риальный штамм P. aeruginosa ATCC 27853, полученный из 
Государственной коллекции патогенных микроорганизмов 
«ГКПМ-Оболенск», обладающий высокой способностью к 
образованию биопленок. 

Адсорбция фаговых частиц 
Для определения кинетики адсорбции клетки P. aeruginosa 

ATCC 27853 выращивали в жидкой питательной среде ГРМ-
бульон (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Россия) до логарифми-
ческой фазы, смешивали с бактериофагом Ph_15, при крат-
ности заражения MOI = 0,001 и инкубировали при темпера-
туре 37°С. Через определенные промежутки времени (0, 1, 
5, 8, 10, 15, 20, 30, 35, 40 мин) отбирали 100 мкл образца, 
смешивали с 850 мкл SM-буфера и 50 мкл хлороформа. Для 
удаления бактериальных клеток пробы центрифугировали 
при 10 000 g в течении 5 мин. Оставшиеся свободные части-
цы бактериофага титровали методом Грациа [19]. Константу 
скорости адсорбции рассчитывали за 20-минутный период 
по формуле Адамса [19]. 

Одиночный цикл развития бактериофага
Клетки P. aeruginosa ATCC 27853, выращенные в жидкой 

питательной среде ГРМ-бульон (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, 
Россия) до оптической плотности (OD600 = 0,5–0,6), осажда-
ли центрифугированием при 7000 g в течение 10 мин при 
4°C и ресуспендировали в 1 мл ГРМ-бульона. Затем вносили 
фаг при кратности заражения MOI = 0,001. После адсорбции 
смесь центрифугировали при 10 000 g в течение 3 мин для 
удаления неабсорбированных частиц фага. Осадок раство-
ряли в 20 мл используемой жидкой питательной среды и 
проводили отбор по 0,1 мл с интервалами в 5 мин на протя-
жении всего времени культивирования при температуре 
37°С (120 мин). Для учета количества свободных вирусных 
частиц проводили титрование суспензии в полужидком 
агаре по методу Грациа [19].

Устойчивость фага Ph_15 к температуре, pH среды 
Температурный спектр устойчивости бактериофага Ph_15 

изучали при путем выдерживания фага в диапазоне темпе-
ратур от 8 до 65°C в течение 1 ч. Для оценки стабильности 
Ph_15 в различных pH суспензию фага (108 БОЕ/мл) инкуби-
ровали в растворах pH со значениями от 3 до 12 в течение 
1 ч. Влияние температуры и pH среды на стабильность фага 
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Ph_15 оценивали при помощи определения титра бактерио-
фага стандартным двухслойным методом [19].

Оценка специфичности и спектра литической активности 
бактериофага

Для определения специфичности фага использовали 
патогены группы ESKAPE: Klebsiella pneumoniae (n = 17), 
Enterococcus faecium (n = 3), Staphylococcus aureus (n = 3), 
Acinetobacter baumannii (n = 3) и Enterobacter species (n = 3). 
Для оценки спектра литического действия использовали 
клинические штаммы P. aeruginosa (n = 85). Исследования 
проводили методом спот-тестирования (Spot-test) [19]. 
Бактериальные суспензии (108–109 КОЕ/мл) в объеме 0,3 мл 
смешивали с полужидким агаром (LB-бульон c добавлением 
0,6% агарозы) и распределяли по поверхности основного 
слоя питательного агара. После застывания слоя с полужид-
ким агаром на поверхность наносили по 10 мкл фаголизата 
с концентрацией фага не менее 108 БОЕ/мл и инкубировали 
при температуре 37°С в течение 18–24 ч. При визуальном 
осмотре на чашках с чувствительными штаммами 
P. aeruginosa в местах нанесения капли фаголизата наблю-
дали образование прозрачного пятна лизиса (отсутствие 
роста бактериальной культуры).

Определение эффективности применения бактериофа-
гов и дезинфицирующих веществ для разрушения биопле-
нок P. aeruginosa

Тест-поверхности с биопленкой обрабатывали суспензи-
ей бактериофага ((1,4 ± 0,5)·109 БОЕ/мл) в течение 30, 60, 
120, 180, 360 мин и 24 ч. После обработки переносили в рас-
творы дезинфицирующих веществ (бензалкония хлорид, 
N,N-бис(3-аминопропил)-додециламин, полигексаметилен-
гуанидин гидрохлорид, хлоргексидина биглюконат, перекись 
водорода, диоксид хлора, дихлоризоцианурат натрия, гипох-
лорит натрия, нейтральный анолит, глутаровый и ортофта-
левый альдегиды) на 15 мин. Далее тест-поверхности пере-
носили в раствор нейтрализатора, после чего отмывали 
трехкратно в SM-буфере, переносили в пробирки с жидкой 
питательной средой и инкубировали при температуре 37° в 
течение 48 ч. Критерием эффективности разрушения био-
пленки считали 100%-ю инактивацию бактериальных клеток 
в ее составе, о чем судили по отсутствию роста в жидкой 
питательной среде. В качестве контроля вместо дезинфици-
рующего вещества использовали стерильную воду.

Электронная микроскопия
Препарат бактериофага с титром (109 БОЕ/мл) наносили 

на медные подложки Formvar для электронно-микроскопиче-
ских исследований. После высушивания образец окрашива-
ли 0,3%-м водным раствором уранилацетата (pH 4,0). 
Исследования проводили на электронном микроскопе JEM-
1400 (JEOL, Токио, Япония) при ускоряющем напряжении 
80 кВ.

Лазерная сканирующая конфокальная микроскопия
Для визуализации соотношения живых/мертвых бактери-

альных клеток в биопленке использовали метод двойного 
окрашивания на основе проницаемого для живых клеток 
SYTO-60 (красный флюоресцентный краситель нуклеиновых 
кислот) и непроницаемого для мембран живых клеток 
TOTO-1 (зеленый флюоресцентный краситель, непроницае-

мый для мембран живых клеток, используется для визуали-
зации мертвых клеток и внеклеточной ДНК). Для окрашива-
ния матрикса тест-поверхности с биопленкой помещали в 8 
луночный планшет, вносили краситель TOTO-1 (Invitrogen, 
T3600, США) и оставляли на 15 мин в темноте. Далее отби-
рали раствор первого красителя и добавляли краситель 
SYTO-60 (Invitrogen, S11342, США) для окрашивания живых 
клеток. Через 15 мин образцы отмывали и фиксировали 
0,25%-м раствором глутарового альдегида [20]. 
Визуализацию образцов проводили с помощью конфокаль-
ного микроскопа OLYMPUS FV3000 (OLYMPUS, Токио, 
Япония) с масляной иммерсией при увеличении объектива 
×60 (объектив UPLXAPO60XO 60.0X/1.518 Oil, N/A 1,42, 
U-DIC60). Для визуализации использовали диодные лазеры 
с длиной волны излучения 488 и 640 нм для окрашенных 
TOTO-1 и SYTO-60 образцов соответственно. Мощность 
лазеров составляла 10% от максимальной. Анализ образцов 
слепым методом и получение трехмерных изображений про-
водили с интервалом по оси Z 0,36 мкм. Результаты анали-
зировали с помощью программного обеспечения cellSens 
Dimension (Olympus Europa SE & Co. KG, Гамбург, Германия) 
с использованием плагинов Bio-formats и Comstat2 
(Университет Копенгагена, Копенгаген, Дания). 

Выделение ДНК бактериофага
Выделение ДНК бактериофага проводили стандартным 

методом фенол-хлороформной экстракции [21]. Для дегра-
дации нуклеиновых кислот штамма-хозяина фаголизаты 
предварительно обрабатывали растворами нуклеаз (RNase 
A, DNase and protease-free (10 mg/mL), Thermo Scientific™, 
США) с последующим добавлением 0,5 M NaCl и ПЭГ 8000 
(конечная концентрация 10%). После центрифугирования 
осадок растворяли в 0,5 мл SM-буфера и инкубировали в 
присутствии 0,5% SDS, 0,5 M ЭДТА (pH = 8,0) и 50 мкг/мл 
протеиназы К при 37°С в течении 2 ч (для инактивации фер-
мента образец прогревали 20 мин при 65°С). Далее раствор 
обрабатывали фенол-хлороформной смесью для разделе-
ния фаз. Для очистки нуклеиновых кислот использовали 
смесь хлороформа и изоамилового спирта с последующей 
обработкой образца 96%-м охлажденным этиловым спир-
том. После центрифугирования и высушивания полученную 
ДНК растворяли в 50 мкл ×1 TE-буфера и хранили при -20°С.

Секвенирование и аннотация генома фага Ph_15
Для секвенирования генома использовали платформу 

GenoLab M (GeneMind Biosciences, Гуандун, Китай) с исполь-
зованием набора Sequencing Reagent V1.0. Для сборки и 
редактирования полного генома фага использовали про-
граммы Newbler 2.9. и SeqMan NGen. Аннотирование геном-
ной последовательности осуществляли c помощью про-
грамм GeneMark [22] (https://exon.gatech.edu/), RAST (https://
rast.nmpdr.org/rast.cgi) [23] и NCBI BLAST (https://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/Blast.cgi) [24].

Построение филогенетических деревьев проводили с 
использованием PhyML+SMS/OneClick-алгоритма (параме-
тры по умолчанию) web-сервиса NGPhylogeny.fr [25]. Для 
исследования были взяты аминокислотные последователь-
ности ДНК-полимеразы (GeneBank:XXK85028.1) и основного 
головного белка капсида (GeneBank: XXK85012.1) бактерио-
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фага Ph_15. Реконструкцию и редактирование филогенен-
тических деревьев осуществляли с использованием сервиса 
iTOL [26].

Результаты исследования и их обсуждение

�Микробиологическая характеристика  
бактериофага Ph_15
Бактериофаг Ph_15 был выделен из проб воды Московской 

области методом обогащения [19]. На бактериальном газоне 
штамма-хозяина P. aeruginosa ATCC 27853 фаг образовы-
вал прозрачные негативные колонии диаметром 5,0 ± 1,0 мм 
с наличием зон неполного лизиса (рис. 1).

По данным электронной микроскопии фаговых частиц 
выявлено, что бактериофаг Ph_15 имеет головку икосаэдри-
ческой формы (40 нм) и хвостовой отросток такой же вели-
чины (рис. 1).

Результаты анализа специфичности показали, что бакте-
риофаг Ph_15 является высокоспецифичным в отношении 
бактерий рода P. aeruginosa в отличие от других исследуе-
мых патогенов группы ESKAPE. При этом спектр литической 
активности штамма бактериофага Ph_15 составил 67,2% и 
определяется как широкий.

Адсорбция и одиночный цикл развития фага
Для бактериофага Ph_15 были изучены количественные 

параметры роста посредством оценки скорости адсорбции и 
определения одиночного цикла развития. Бактериофаг 
Ph_15 обладал средней скоростью адсорбции. Показано, 
что >90% частиц фага адсорбировалось на клетках штамма-
хозяина в течение 20 мин (рис. 2), при этом константа 
адсорбции составила 2,2·109 мл/мин.

При исследовании одиночного цикла развития было 
выявлено, что длительность латентного периода (L) бакте-
риофага составляет 30 мин, а выход бактериофага (BS)  – 
64,4 ± 2,8 частицы на зараженную клетку (рис. 3). 

Устойчивость фага Ph_15 к температуре и pH среды
К наиболее важным параметрам, влияющим на литиче-

скую активность и стабильность бактериофагов при хране-
нии, относятся значение рН среды и устойчивость к темпера-
турному воздействию. 

Экспериментально показано, что титр бактериофага 
Ph_15 не менялся в течение 24 ч в случае инкубирования 

при значениях рН от 4 до 9. В то же время экстремальные 
значения рН 3 и 12 существенно влияли на стабильность 
фага и способность инфицировать бактериальные клетки 
(рис. 4).

При изучении устойчивости фага Ph_15 к воздействию 
температур установлено, что фаг остается стабильным в 
диапазоне от +8° до +70°. При этом повышение температуры 
до +92° вызывает полную инактивацию фага (рис. 5).

�Воздействие бактериофага Ph_15  
на биопленки P. aeruginosa
Несмотря на то, что разрушение биопленок бактериофа-

гами описано во многих работах [15, 27, 28], механизмы 
данного процесса до конца не изучены. Ранее описано, что 
разрушение биопленки связано с воздействием экзополиса-
харид-деградирующих ферментов в составе бактериофагов 
на полимерную структуру капсулы [28]. Воздействие бакте-
риофага Ph_15 на культуру P. aeruginosa предполагает нали-
чие аналогичных ферментов, что подтверждается образова-
нием ореолов вокруг негативных колоний бактериофага.

В экспериментах по оценке активности изучаемого фага 
в отношении биопленок для их моделирования использова-

Рис. 1. Негативные колонии бактериофага Ph_15 на газоне 
штамма-хозяина P. aeruginosa ATCC 27853 (слева). Электронная 
микрофотография фаговых частиц (справа).
Fig. 1. Negative colonies of bacteriophage Ph_15 on a lawn of the 
host strain P. aeruginosa ATCC 27853 (left). Electron micrograph of 
phage particles (right). 0
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Рис. 2. Динамика адсорбции бактериофага Ph_15.
Fig. 2. Dynamics of adsorption of bacteriophage Ph_15.

Рис. 3. Кривая одиночного цикла развития бактериофага Ph_15.
Fig. 3. One-step growth curves of phage Ph_15.
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ли штаммы P. aeruginosa ATCC 27853 и P. aeruginosa F-19-
4pa/19, обладающие самой высокой интенсивностью био-
пленкообразования и наиболее устойчивые к большинству 
дезинфицирующих веществ.

Покровные стекла со сформированной биопленкой (48 ч) 
погружали в суспензию бактериофага на 30, 60, 120, 180, 
360 мин и 24 ч, трехкратно отмывали SM-буфером, помеща-
ли в пробирки с жидкой питательной средой ГРМ-бульон и 
инкубировали в термостате при 37°С в течение 48 ч. 
Критерием эффективности разрушения биопленки считали 
100%-ю инактивацию бактериальных клеток в ее составе, о 
чем судили по отсутствию роста в жидкой питательной 
среде. Воздействие бактериофага на структуру биопленки 
оценивали визуально при помощи лазерной сканирующей 
конфокальной микроскопии (ЛКСМ).

При ЛКСМ-анализе биопленки выявлена характерная 
трехмерная структура их организации. Толщина сформиро-
ванной биопленки колебалась в пределах 30–40 мкм. На 
изображениях поперечных оптических срезов была хорошо 
видна периферическая локализация бактериальных агрега-
тов, расположенных в хаотичном порядке (рис. 6, А, верхний 
ряд). Схожие данные о формировании биологических пле-

нок описаны в исследовании американских ученых, опубли-
кованном в 2019 г. [29].

При воздействии бактериофага Ph_15 на биопленки в 
течение 30 мин – 24 ч наблюдали помутнение жидкой пита-
тельной среды в пробирках. При воздействии бактериофага 
Ph_15 в течении 30 мин наблюдали разрушение экзополиса-
харидного матрикса и снижение толщины биопленок до 
10  мкм (рис. 6, Б, нижний ряд). При этом действие фага 
практически не затрагивало бактериальные клетки, распо-
ложенные внутри биопленки. При увеличении времени воз-
действия до 60 мин отмечали частичный лизис бактериаль-
ных клеток, расположенных в верхних слоях биопленки (рис. 
6, В, нижний ряд). Дальнейшее увеличение времени воздей-
ствия до 24 ч не приводило к полному разрушению биологи-
ческих пленок, что указывает на остаточное количество 
жизнеспособных клеток. Несмотря на высокую литическую 
активность исследуемого фага в отношении планктонных 
форм P. aeruginosa, обработка биопленок фагом не приво-
дила к их разрушению и полному лизису бактериальных 
клеток.

Согласно данным, опубликованным Chan et al. [30], бакте-
риофаги разрушают экзополисахаридный матрикс биоплен-
ки с помощью литических ферментов. На основании этого 
можно предположить, что способность бактериофага Ph_15 
разрушать матрикс биопленки обусловлена наличием 
подобных ферментов.

Для оценки эффективности комплексного применения 
фагов и дезинфицирующих веществ покровные стекла с 
биопленкой погружали в суспензию бактериофага на 30 мин 
и далее переносили в растворы исследуемых дезинфициру-
ющих веществ на 15 мин. Критерием эффективности ком-
плексной обработки считали 100%-ю инактивацию бактери-
альных клеток в составе биопленки, о чем судили по отсут-
ствию роста в жидкой питательной среде.

Было показано, что предварительная обработка биоплен-
ки бактериофагом Ph_15 позволяет снизить значения пока-
зателей минимальных бактерицидных концентраций дезин-
фицирующих веществ, необходимых для разрушения био-
логических пленок P. aeruginosa, от 2 до 25 раз в зависимо-
сти от применяемого вещества. Аналогичные данные, опи-
сывающие эффективность комплексного использования 
фагов и дезинфицирующих средств для улучшения инакти-
вации ассоциированных с поверхностью биопленок 
P. aeruginosa, были получены Stachler et al. [31].

На основании полученных результатов была подтвержде-
на возможность использования бактериофага Ph_15 для 
разрушения экзополисахаридного матрикса биологических 
пленок P. aeruginosa.

Геномная характеристика фага Ph_15
Согласно результатам секвенирования и сборки, геном 

бактериофага Ph_15 представлен линейной двухцепочечной 
ДНК размером 43  260 пар нуклеотидов и GC-составом 
45,37%. С помощью биоинформатических программ BLAST 
и RAST в геноме бактериофага Ph_15 было выявлено 
52 открытых рамки считывания (ОРС), кодирующих предпо-
лагаемые пептиды от 48 до 1849 азотистых оснований (а.о.), 
из которых 18 ОРС располагаются на прямой, 34 ОРС – на 
обратной цепях ДНК. Для 36,5% кодируемых белков опреде-
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Рис. 4. Влияние pH среды на фаг Ph_15.
Fig. 4. Effect of pH environment on Ph_15 phage.

Рис. 5. Влияние температуры на активность фага Ph_15.
Fig. 5. Effect of temperature on phage Ph_15 activity.
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лены предполагаемые функции. Оставшуюся часть генома 
(33 ОРС) составляют гипотетические полипептиды с неиз-
вестной функцией. В число идентифицированных белок-
кодирующих последовательностей входят восемь белков, 
участвующих в структуре и упаковке фага, восемь для 
репликации ДНК и метаболизма, три для лизиса и один 

вспомогательный метаболический ген. Аннотированы геном-
ные последовательности белка, участвующего в упаковке 
ДНК (большая субъединица терминазы), структурные белки 
фага (основной белок капсида, внутренние белки вириона и 
портальных белков). Выявлены гены, кодирующие белки 
лизиса бактериальных клеток (спанин, трансгликозилаза) и 

Рис. 6. Воздействие бактериофага Ph_15 на биопленку P. aeruginosa F-19-4PA/19: А – сформированная биопленка P. aeruginosa; 
Б – биопленка P. aeruginosa после воздействия фага (30 мин); В – биопленка P. aeruginosa после воздействия фага (60 мин); верх-
ний ряд – поперечные оптические срезы БП; нижний ряд – 3D-визуализация БП; красным – живые клетки; зеленым – мертвые 
клетки.
Fig. 6. Effect of bacteriophage Ph_15 on P. aeruginosa biofilm F-19-4PA/19: A – formed P. aeruginosa biofilm; B – P. aeruginosa biofilm after 
exposure to phage (30 min); C – P. aeruginosa biofilm after exposure to phage (60 min); top row – transverse optical sections of biofilm; 
bottom row – 3D visualization of biofilm; red – living cells; green – dead cells.

Рис. 7. Генетическая карта бактериофага Ph_15.
Fig. 7. Genetic map of bacteriophage Ph_15.
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пептидогликанразрущающий фермент (L-Ala-D-Glu-
пептидаза). При этом наличие последнего фермента опре-
деляет активность фага в отношении экзополисахаридного 
матрикса биологических пленок P. aeruginosa. Установлено, 
что механизм воздействия бактериофага Ph_15 на структу-
ру экзополисахаридного матрикса биологических пленок 
P.  aeruginosa основан на взаимодействии L-Ala-D-Glu-
пептидазы с полимерной структурой капсулы, что способ-
ствует диспергированию полисахаридного матрикса до 
мономерных структур и разрушению биопленки.

В геноме фага не было обнаружено тРНК, а также генов, 
ответственных за лизогенный путь развития бактериофага и 
ассоциированных с устойчивостью к антибактериальным 
препаратам (рис. 7). 

Согласно классификации, принятой Международным 
комитетом по таксономии вирусов (International Committee on 
Taxonomy of Viruses/ICTV), фаг Ph_15 принадлежит к отряду 
хвостатых фагов Caudoviricetes. На основании гомологии 
нуклеотидных последовательностей бактериофаг отнесен к 
семейству Fredfastierviridae (род Jamesmcgillvirus). На уровне 
генома фаг Ph_15 продемонстрировал высокую степень 
сходства с несколькими фагами группы подовирусов. 
Сравнительный геномный анализ выявил высокую гомоло-
гию между ДНК фага Ph_15 и литических бактериофагов, 
выделенных из окружающей среды в Мексике в 2016 и 
2023  гг. (GenBank: KU884564.1; KU884565.1; KU884561.1; 
NC_055711.1) [32], ДНК фага 20Aug470, выделенного в 
2023 г. в Израиле (GenBank: OQ319931.1), а также фага PaP2 
(GenBank: NC_005884.1), выделенного в 2004 г. в Китае [33]. 
Идентичность сходства этих фагов составляет 97–98% при 
величине покрытия 100%. Все перечисленные фаги относят-
ся к семейству Fredfastierviridae рода Jamesmcgillvirus.

�Филогенетический анализ генома  
бактериофага Ph_15
Таксономическая связь Ph_15 с фагами рода 

Jamesmcgillvirus подтверждена филогенетическим анали-
зом, основанным на множественных выравниваниях амино-

кислотных последовательностей ДНК-полимеразы и основ-
ного головного белка капсида представителей разных родов 
семейства Fredfastierviridae (рис. 8). 

Гомология последовательностей указывает на возможное 
наличие общего предка с 119X-подобными фагами и в 
целом предоставляет информацию о разнообразии подофа-
гов P. aeruginosa.

Таким образом, была определена полная нуклеотидная 
последовательность ДНК бактериофага семейства 
Fredfastierviridae рода Jamesmcgillvirus, лизирующего бакте-
рии P. aeruginosa. Аннотированная последовательность 
генома фага Ph_15 депонирована в GenBank под номером 
PV845595.1.

Заключение

В ходе проделанной работы описан новый бактериофаг 
Ph_15, обладающий выраженной литической активностью 
(67,2%) в отношении P. aeruginosa, относящийся к отряду 
Caudoviricetes семейства Fredfastierviridae рода 
Jamesmcgillvirus.

Выявлено, что воздействие бактериофага Ph_15 на био-
пленку P. aeruginosa приводит к разрушению экзополисаха-
ридного матрикса, что обусловлено наличием у него литиче-
ских ферментов. 

Показано, что геном бактериофага Ph_15 представлен 
линейной двухцепочечной ДНК размером 43 260 пар нукле-
отидов. В число идентифицированных белок-кодирующих 
последовательностей входят восемь белков, участвующих в 
структуре и упаковке фага, восемь для репликации ДНК и 
метаболизма, три для лизиса и один вспомогательный мета-
болический ген. Идентифицированы гены, кодирующие 
белки лизиса бактериальных клеток (спанин, трансгликози-
лаза) и пептидогликанразрущающий фермент (L-Ala-D-Glu-
пептидаза). Установлено, что механизм воздействия бакте-
риофага Ph_15 на структуру экзополисахаридного матрикса 
биологических пленок P. aeruginosa основан на взаимодей-
ствии L-Ala-D-Glu-пептидазы с полимерной структурой кап-

Рис. 8. Филогенетические деревья, построенные на основе выравнивания аминокислотных последовательностей ДНК-полимеразы 
(A) и основного головного белка капсида (Б). 
Fig. 8. Phylogenetic trees constructed based on the alignment of amino acid sequences of DNA polymerase (A) and major head protein (B). 

А Б
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сулы, что способствует диспергированию полисахаридного 
матрикса до мономерных структур и разрушению биоплен-
ки. Аннотированная последовательность генома фага Ph_15 
депонирована в GenBank под номером PV845595.1.

В данном исследовании показана важная роль фагов в раз-
рушении и инактивации биопленок P. aeruginosa. Полученные 
данные представляют интерес для клинической микробиоло-
гии и эпидемиологии, поскольку должны учитываться при 
оценке эпидемической ситуации, прогнозе ее развития и 
выборе оптимальных стратегий санитарной обработки. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Бактерии биопленки могут способствовать возникновению сердечных приступов

Спустя почти четыре десятилетия авторы сообщили, что затвердевшие 
холестериновые бляшки в артериях могут содержать бактерии полости рта, 
заключенные в биопленку, что делает их невосприимчивыми к антибиоти-
кам и иммунной системе организма. Не сами бактерии, а реакция организ-
ма хозяина начинает разрушать структуры, приводящие к инфаркту мио-
карда. Эти результаты открывают возможности для разработки новых 
методов диагностики и предотвращения инфарктов, ориентированных на 
биопленку. Это еще одно доказательство, которое говорит о потенциаль-
ной инфекционной причине риска сердечно-сосудистых заболеваний.

Чтобы глубже понять влияние бактерий на атеромы изучили артериаль-
ные бляшки, полученные от 121 жертвы внезапной смерти и 96 хирургических пациентов.

Количественные эксперименты ПЦР показали, что 65 процентов образцов бляшек внезапной смерти и 58 процентов 
хирургических бляшек имели ДНК оральных зеленящих стрептококков, в основном Streptococcus mitis. Чтобы определить 
присутствие реальных бактерий, а не только их ДНК, исследователи окрасили образцы антителами против трех наиболее 
распространенных зеленящих стрептококков и заметили, что более половины образцов внезапной смерти и хирургических 
операций показали присутствие бактерий в ядре бляшек. Когда они совместно окрасили бляшки биомаркером макрофагов, 
они заметили, что иммунные клетки не обнаружили бактериальные скопления внутри атером, что указывает на то, что бак-
терии были заключены в биопленку.

Режим доступа: https://www.the-scientist.com/biofilm-bacteria-may-fuel-heart-attacks-73481
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Поэтапное выделение внеклеточной 
и геномной ДНК на примере микобактерий
А.В.Ильинов1,2, А.Г.Савицкая3, О.Е.Хохлова4, Ю.С.Винник1, О.В.Теплякова1

1ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф.Войно-Ясенецкого» 
Минздрава России, Красноярск, Российская Федерация;
2Частное учреждение здравоохранения «Клиническая больница «РЖД-Медицина» г. Красноярска», 
Красноярск, Российская Федерация;
3ФГБУН «Государственный научный центр Российской Федерации «Институт биоорганической химии 
им. академиков М.М.Шемякина и Ю.А.Овчинникова» РАН, Москва, Российская Федерация;
4ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Цель исследования. Разработать протокол раздельного выделения внеклеточной и геномной ДНК оптимальной кон-
центрации и чистоты на примере микобактерий.
Материалы и методы. В работе были использованы штаммы микобактерий Mycobacterium intracellulare и Mycobacterium 
avium. Выделение ДНК проводили из культур бактерий в начале экспоненциальной фазы роста. Выделение внекле-
точной ДНК с поверхности бактериальных клеток проводили путем инкубации в ТЕ-буфере с последующим мягким 
центрифугированием. Надосадочную жидкость использовали для получения внеклеточной ДНК, из осадка клеток 
получали геномную ДНК. Для апробации метода использовали краситель PMAxx™, инкубировали клетки бактерий с 
PMAxx™ перед выделением ДНК. Полученные образцы использовали как матрицу для проведения полимеразной 
цепной реакции в реальном времени (ПЦР-РВ). 
Результаты. Получены образцы внеклеточной и геномной ДНК из M. intracellulare и M. avium с концентрацией и чисто-
той, оптимальными для проведения ПЦР-РВ. Получены образцы геномной ДНК M. intracellulare (41 нг/мкл) и M. avium 
(39,2 нг/мкл). Внеклеточная ДНК M. intracellulare получена в концентрации 9,23 нг/мкл, M. avium – 6,1 нг/мкл. Обработка 
красителем PMAxx™, ковалентно связывающимся с молекулами ДНК, препятствовала амплификации участков. 
После окраски PMAxx™ проведено количественное определения 16S рРНК и SigA с помощью ПЦР-РВ. Инкубация с 
PMAxx™ привела к снижению геномной ДНК максимум в 1,8 раза. В образцах внеклеточной ДНК инкубация с 
PMAxx™ вызвала снижение количества 16S рРНК и SigA в 5 раз.
Заключение. Данный метод применим для получения образцов внеклеточной и геномной ДНК бактерий в необходи-
мых количестве и чистоте для проведения последующего анализа
Ключевые слова: �микобактерии, геномная ДНК, полимеразная цепная реакция, внеклеточная ДНК, 

пропидиум моноазид
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В неклеточная ДНК (вкДНК) бактерий играет важную роль 
в жизнедеятельности бактериальных популяций, в 

частности способствует формированию биопленок, лекар-
ственной устойчивости, участвует в горизонтальном пере-
носе генов [1]. Несмотря на то, что геномная (гДНК) и вкДНК 
происходят из одной и той же клетки, они могут отличаться 
друг от друга в зависимости от механизма высвобождения 
вкДНК. Так, оказавшись вне бактериальной клетки, вкДНК 
может подвергнуться фрагментации, что, в свою очередь, 
способно изменить ее [2, 3]. 

У микобактерий также обнаружена вкДНК, которая явля-
ется неотъемлемым компонентом биопленки. В 2015 г. Rose 
et al. была опубликована работа, где проводилось сравнение 
соотношения жизнеспособных клеток (КОЕ) в биопленке, 
образованной Mycobacterium avium, с количеством вкДНК в 
различные временные промежутки. Было обнаружено, что в 
популяции M. avium происходит значительное увеличение 
вкДНК между 1-м и 7-м днями инкубации, но при этом раз-
личия в КОЕ между этими временными точками незначи-
тельны, что предполагает наличие механизмов высвобожде-
ния ДНК, отличных от лизиса бактериальных клеток [4, 5]. 
Однако вопрос, какие именно это механизмы, до сих пор 
остается открытым [5, 6]. В качестве наиболее вероятного 
механизма нелитического высвобождения вкДНК у микобак-
терий было предложено наличие рН-зависимого экспорта 
вкДНК с помощью FtsK/SpoIIIE-подобного белка, ответствен-
ного за транслокацию ДНК за пределы клеточной стенки [7]. 
Литический механизм высвобождения вкДНК у микобакте-
рий осуществляется профагами, активация которых приво-
дит к высвобождению ДНК. На основании геномных сиквен-
сов определены последовательности профагов phiRv1 и 
phiRv2 у Mycobacterium tuberculosis H37Rv [8], а также про-
фаги phiMAV_1 и phiMAV_2 у Mycobacterium avium 104. 
PhiMU01 и PhiMU02 обнаружены в геноме Mycobacterium 
clearans Agy99 [9]. У Mycobacterium marinum описаны 10 про-
фагов (phiMmar 01–10), среди которых есть и полноразмер-
ные (phiMmar 02 и 08). У штаммов Mycobacterium abscessus, 
Mycobacterium massiliense, Mycobacterium smegmatis и 
Mycobacterium simiae также обнаружены профаги [10, 11]. 

Обнаружение в геноме микобактерий профагов говорит о 
возможности реализации выхода ДНК в результате актива-

ции профага с последующим лизисом бактериальной клет-
ки. Сравнение сиквенсов вкДНК и гДНК может дать допол-
нительную информацию о реальных способах высвобожде-
ния вкДНК. Однако методологически достаточно трудно 
получить отдельные фракции вкДНК и гДНК. Жизненный 
цикл бактерий включает в себя формирование биопленок, 
матрикс которых состоит из разных компонентов, взаимо-
действующих друг с другом. Например, нуклеиновые кисло-
ты могут быть связаны с белками или ионами – компонента-
ми матрикса, что усложняет экстракцию вкДНК из матрикса; 
таким образом, для высвобождения вкДНК необходимо 
разрушить различные связи ДНК с внеклеточными белками, 
полисахаридами и другими полимерами. Сравнение мето-
дов экстракции вкДНК из матрикса биопленок, сформиро-
ванных Acinetobacter sp., показало, что использование фер-
ментов (N-гликаназа (гидролаза деградации гликопротеина), 
дисперсин B (гликозидгидролаза, диспергирующая биоплен-
ку) и протеиназы K (гидролаза белка) от 60 до 190 раз 
эффективнее [12]. В случае раздельного выделения вкДНК 
и гДНК необходимо избежать массового лизиса клеток для 
исключения попадания гДНК в образец вкДНК.

Цель исследования. В данной статье мы описываем про-
токол раздельного выделения вкДНК и гДНК на примере 
микобактерий, позволяющий выделить их в оптимальной 
концентрации и чистоте.

Материалы и методы 

Бактериальные штаммы M. tuberculosis var. BCG Tokyo 
172, Mycobacterium intracellulare 13950 и M. avium subsp. 
hominissuis 104 были инкубированы до OD600 = 1,5 в бульон-
ной среде 7H9/ADC. Бактериальную массу получали путем 
центрифугирования на Eppendorf Centrifuge 5417R, ротор 
FA-45-24-11, при 3500 об./мин, при комнатной температуре 
в течение 20 мин. Осадок суспендировали в 200 мкл ТЕ 
буфера (1 М Трис-HCl, рН 8,0 и 0,5 М ЭДТА (этилендиамин-
тетрауксусная кислота), pH 8,0) в ПЦР-пробирке и замора-
живали при -80°С в течение 1 ч. Затем образец разморажи-
вали и добавляли к нему 100 мкл свежеприготовленной 
смеси хлороформа и метанола (2:1), центрифугировали при 
8200 об./мин при комнатной температуре в течение 10 мин, 

Aim. To develop a protocol for the extraction of extracellular DNA (eDNA) and genomic DNA (gDNA) from mycobacteria, 
addressing erroneous concentration and purity issues.
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надосадочную жидкость удаляли, а осадок высушивали при 
50°C в течение примерно 1 ч. Высушенный осадок ресу-
спендировали в 200 мкл буфера ТЕ с 20 мкл 1 М буфера 
TE-HCl, pH 9,0 и добавлением лизоцима до конечной кон-
центрации 100  мкг/мл. Образец инкубировали при 37°C в 
течение ночи. По завершении инкубации в образцы добав-
ляли протеиназу К (Invitrogen) до конечной концентрации 
200 мкг/мл в присутствии 10% SDS и инкубировали при 
50°С не менее 3 ч.

Для удаления белков из смеси нуклеиновых кислот добав-
ляли 3  М раствора ацетата натрия (рН 5,2) и раствор А в 
объемном отношении 1:1:1. Для получения раствора А сме-
шивали фенол / хлороформ / изоамиловый спирт в объем-
ном соотношении 25:24:1. Перемешивали с осторожностью, 
путем покачивания пробирки в течение нескольких минут. 
Далее все образцы центрифугировали в течение 10 мин, 
8200 об./мин при комнатной температуре. Супернатант, 
содержащий гДНК, переносили в стерильную пробирку типа 
эппендорф и осаждали добавлением неразбавленного 
охлажденного изопропанола. Образец центрифугировали в 
течение 10 мин, 8200 об./мин при комнатной температуре, 
после этого супернатант удаляли, а осадок промывали в 
400 мкл 70%-го этилового спирта. Образец центрифугирова-
ли еще раз в течение 10 мин, 8200 об./мин при комнатной 
температуре. Осадок ресуспендировали в 200 мкл буфера 
ТЕ и вносили RNase A (ribonuclease A) до конечной концен-
трации 1 мг/мл (Macherey-Nagel, Германия), после чего 
образцы инкубировали при 37°С в течение 30 мин. После 
добавляли 3 М ацетата натрия (рН 5,2) и раствор А в объ-
емном отношении 1:1:1, далее образцы были центрифугиро-
ваны в течение 10 мин при 8200 об./мин при комнатной 
температуре. Супернатант, содержащий ДНК, переносили в 
чистый эппендорф и отмывали охлажденным изопропано-
лом и 70%-м этиловым спиртом. Полученный осадок ДНК 
высушивали на воздухе в течение примерно 10 мин. 
Растворение осадка проводили путем добавления ТЕ-буфера 
с последующей инкубацией в течение ночи при 50°C. Далее 
образец хранился при температуре -20°C.

Выделение вкДНК проводилось с использованием прото-
кола, описанного выше, но без этапа разрушения бактери-
альной мембраны (без обработки клеток лизоцимом). 
Полученный осадок вкДНК, растворенный в буфере TE, 
хранился при температуре -20°C.

Качественный и количественный анализ образцов прово-
дился с помощью автоматизированного электрофореза 
Agilent 2200 TapeStation (Agilent Technologies, США).

Апробация метода выделения вкДНК проводилась на бак-
териальных штаммах M. intracellulare и M. avium, которые 
выращивали до оптической плотности OD600 = 1,0 на бульон-
ной среде 7H9/ADC при температуре 37°C. Для сравнения 
эффективности метода выделения вкДНК и гДНК бактери-
альную суспензию разделяли на аликвоты по 400 мкл, 
добавляли PMAxx™ до конечной концентрации 25 мкМ и 
инкубировали в темноте в течение 10 мин при комнатной 
температуре. Затем образцы подвергали воздействию све-
тоизлучающего диода (PMA-Lite™ LED Photolysis Device 
50–60 Гц, 100–240 В переменного тока, выходная мощность 
светодиода 60 Вт, длина волны 465–475 нм) в течение 
15  мин для перекрестного связывания PMAxx™ с ДНК. 

После бактериальные клетки промывали и осаждали цен-
трифугированием при 3500 об./мин в течение 10 мин. гДНК 
и вкДНК экстрагированы раствором А, как описано выше. 
Полученные образцы ДНК использовали в качестве матриц 
для полимеразной цепной реакции в реальном времени 
(ПЦР-РВ) (CFX96 Touch Deep Well™ Real-Time PCR Detection 
System, Bio-Rad, Калифорния, США), направленной на 
амплификацию 16S рРНК и SigA. Негативным контролем 
являлись бактериальные клетки, убитые нагреванием при 
температуре 95°С в течение 5 мин.

Результаты исследования и их обсуждение

Показано влияние вкДНК на формирование бактериаль-
ных биопленок, увеличение их стабильности и устойчивости 
при воздействии стресса, в т.ч. при воздействии антими-
кробных препаратов. Механизмы высвобождения вкДНК 
могут быть различны, сравнение сиквенсов бактериальной 
вкДНК и гДНК может помочь в выявлении механизмов 
высвобождения вкДНК бактерий [3, 4–6]. Однако выделение 
молекул вкДНК, находящихся на поверхности бактерий, 
осложняется тем, что молекулы ДНК связаны с внеклеточ-
ными белками, полисахаридами и другими полимерами на 
поверхности бактериальной клетки или с компонентами био-
пленки. Кроме того, при манипуляциях выделения может 
быть высвобождена гДНК из-за разрушения бактериальных 
клеток в процессе выделения вкДНК. Мы адаптировали 

Рис. 1. Электрофореграмма ДНК клеток M. intracellulare и 
M. avium: А1 – маркер, А2 – гДНК M. intracellulare, В2 – вкДНК 
M. intracellulare, G2 – гДНК M. avium, Н2 – вкДНК M. avium.
Fig. 1. Electrophoresis of DNA from M. intracellulare and M. avium 
cells: A1 – marker, A2 – гДНК (genomic DNA) of M. intracellulare, 
B2  – вкДНК (cell-free DNA) of M. intracellulare, G2  – гДНК of 
M. avium, H2 – вкДНК of M. avium.

M. intracellulare M. avium
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метод выделения ДНК из образцов тканей человека для раз-
дельной экстракции вкДНК микобактерий [14]. 

Выделение гДНК и вкДНК проводили из клеток M. intra- 
cellulare и M. avium. Перед экстракцией гДНК с поверхности 
бактериальных клеток была удалена вкДНК путем обработ-
ки клеток ТЕ-буфером с ЭДТА [13]. Экстракцию липидов 
клеточной стенки проводили по методу Фолча [14]. Лизис 
бактериальных клеток проводили лизоцимом в течение 
ночи. Инактивацию нуклеаз и очищение от белковых при-
месей проводили с помощью протеиназы К в присутствии 
SDS. Экстракцию гДНК проводили смесью фенол-хлоро-
форм. 

 Выделение вкДНК M. intracellulare и M. avium проводили 
без разрушения клеточной стенки: клетки бактерий инкуби-
ровались с ТЕ-буфером в присутствии ЕДТА, далее клетки 
были отделены от буфера путем центрифугирования. 
Надосадочную жидкость использовали для экстракции 
вкДНК аналогично протоколу выделения гДНК. 

Качество и количество полученных образцов гДНК и 
вкДНК оценивали с помощью автоматического электрофо-
реза на установке Agilent 2200 TapeStationи. Количество 
гДНК в образцах M. intracellulare и M. avium было примерно 
одинаковым – 41 и 39,2 нг/мкл соответственно. Количество 
вкДНК составило 9,23 нг/мкл у M. intracellulare и 6,1 нг/мкл у 
M. avium, что соответственно в 4,4 и в 6,4 раза меньше, чем 
в случае гДНК (рис. 1). 

Разрушение бактериальных клеток в популяции  – про-
цесс постоянный, что не исключает попадание гДНК в 
образцы вкДНК. Чтобы быть уверенными, что в образце 
находится преимущественно вкДНК, мы провели количе-
ственное определение 16S рРНК и SigA в образцах гДНК и 
вкДНК, полученных из клеток, предварительно обработан-
ных моноазидом пропидия (PMAxx™). Количественное опре-
деление 16S рРНК и SigA проводили с помощью ПЦР-РВ. 
Краситель PMAxx™ используется для дифференциации 
живых и мертвых клеток благодаря его способности прони-
кать через мембраны неживых клеток и связываться кова-
лентно с двуцепочечной ДНК. При фотолизе видимым све-
том PMAxx™ вызывает модификацию ДНК, что исключает 

возможность амплификации данной молекулы ДНК с помо-
щью ПЦР. Схема эксперимента представлена на рис. 2. 

Образцы вкДНК и гДНК M. intracellulare и M. avium, обра-
ботанные / не обработанные PMAxx™, выделялись парал-
лельно. В качестве контроля использовали клетки M. intra- 
cellulare, подвергнутые нагреванию. После взаимодействия 
с PMAxx™ образцы вкДНК и гДНК использовались как 
матрица для амплификации 16S рРНК и SigA с помощью 
ПЦР-РВ (таблица). Количество 16S рРНК во фракциях гДНК 
необработанной PMAxx™ составило 1,88 ± 0,16 относитель-
ных единиц (о.е.), после взаимодействия с PMAxx™ значе-
ние снизилось до 0,99 ± 0,13 о.е. Количество SigA во фрак-
циях гДНК необработанной PMAxx™ составило 1,36 ± 
0,08 о.е., после взаимодействия с PMAxx™ значение снизи-
лось до 0,98 ± 0,13 о.е. Таким образом, обработка PMAxx™ 
привела к количественному снижению 16S рРНК в 1,8 раза 
и SigA в 1,3 раза, что может быть связано с присутствием 
некоторого количества нежизнеспособных клеток в популя-
ции с поврежденной мембраной, через которую проник 
PMAxx™ и связался с ДНК, так как, гДНК находится внутри 
жизнеспособной бактериальной клетки и PMAxx™ не взаи-
модействует с ней из-за своей неспособности проникать 
через клеточную стенку живых бактерий.

Количество 16S рРНК и SigA в образцах вкДНК, даже не 
обработанных PMAxx™, было обнаружено в меньших коли-
чествах по сравнению с гДНК: 0,0238 ± 0,0035 о.е. и 0,0215 ± 
0,0011 о.е. соответственно. Обработка PMAxx™ привела к 
значительному снижению количества, более чем в 4 раза, 
как 16S рРНК, так и SigA в образце: 0,0045 ± 0,0018 о.е. и 
0,0055 ± 0,0015 о.е. соответственно. Такое снижение 16S 
рРНК и SigA в образце вкДНК связано с тем, что вкДНК 
находится на поверхности бактериальной клетки и PMAxx™ 
может легко связаться с молекулой и модифицировать ее, в 
результате чего амплификации в ходе ПЦР-РВ не происхо-
дит. Также полученные данные подтверждают незначитель-
ное присутствие (загрязнение) гДНК в образце, что может 
быть связано с незначительным разрушением бактериаль-
ных клеток в ходе манипуляций.

Заключение

Таким образом, мы продемонстрировали, что использо-
ванный протокол выделения вкДНК является эффективным, 
позволяет получить вкДНК с оптимальной концентрацией и 
чистотой.
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Рис. 2. Схема эксперимента с красителем PMAxx™. Зеленым 
окрашены жизнеспособные клетки, красным – клетки с повреж-
денной мембраной. Краситель (фиолетовый) действует с 
вкДНК (светло-серый цвет), а также с гДНК (синий цвет) 
поврежденных клеток. При облучении образца LED-излучением 
краситель ковалентно связывается с молекулами ДНК, вызы-
вая их модификацию, и в дальнейшем препятствует амплифи-
кации данной молекулы ДНК с помощью ПЦР. 
Fig. 2. Schematic of the PMAxx™ dye experiment. Viable cells are 
colored green, and cells with damaged membranes are colored red. 
The dye (violet) acts on cfDNA (light gray) and gDNA (blue) of 
damaged cells. When the sample is irradiated with LED light, the 
dye covalently binds to DNA molecules, causing their modification 
and, subsequently, preventing the amplification of this DNA 
molecule using PCR.

PMAXTM

LED

инкубация в темноте / 
incubation in the dark

ПЦР-РВ /  
RT PCR  

SigA  
16S РНК

бактериальная суспензия
bacterial suspension

Таблица. Сравнение концентраций 16S рРНК и SigA по флуо-
ресценции красителя
Table. Comparison of 16S rRNA and SigA concentrations by dye 
fluorescence

SigA 16S рРНК

PMAxx™ - + - + 

гДНК 1,88 ± 0,22 0,99 ± 0,19 1,33 ± 0,08 0,98 ± 0,035

вкДНК 0,0238 ± 0,0035 0,0055 ± 0,0003 0,025 ± 0,0032 0,0055 ± 0,002
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Способность медленнорастущих 
и быстрорастущих штаммов бактерий рода 
Mycobacterium взаимодействовать 
с чужеродной внеклеточной ДНК
А.В.Ильинов1,2, А.Г.Савицкая3, О.Е.Хохлова4, Ю.С.Винник1 , О.В.Теплякова1,2

1ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф.Войно-Ясенецкого» 
Минздрава России, Красноярск, Российская Федерация;
2Частное учреждение здравоохранения «Клиническая больница “РЖД-Медицина” г. Красноярск», 
Красноярск, Российская Федерация;
3ФГБУН ГНЦ Российской Федерации «Институт биоорганической химии им. академиков М.М.Шемякина 
и Ю.А.Овчинникова» РАН, Москва, Российская Федерация;
4ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 
Оболенск, Российская Федерация

Цель исследования. Изучить взаимодействие клеток медленно- и быстрорастущих штаммов микобактерий с чуже-
родной внеклеточной ДНК (вкДНК), оценить ее способность влиять на устойчивость клеток микобактерий к антими-
кробным препаратам. 
Материалы и методы. В работе были использованы штаммы медленнорастущих Mycobacterium tuberculosis var. БЦЖ 
Токио 172, Mycobacterium intracellulare 13950 и быстрорастущих микобактерий Mycolicibacterium fortuitum subsp. 
fortuitum ATCC 6841. Клетки микобактерий в начале экспоненциальной фазы роста, инкубировали с ДНК лосося на 
бульонных средах в течение 24 ч, отмывали и окрашивали оставшуюся на клетках вкДНК красителями SYTOX Green 
(SG) и CV-AM. Количество вкДНК оценивали методом проточной цитофлуометрии. У штамма с наибольшим количе-
ственным изменением вкДНК определяли устойчивость к антибиотикам, механизм действия которых не предусматри-
вает прямого взаимодействия с ДНК (амикацин и кларитромицин). 
Результаты. Количество вкДНК у медленнорастущих M. tuberculosis var. БЦЖ Токио 172 и M. intracellulare 13950 после 
инкубации с ДНК лосося не изменилось, в то время как у быстрорастущего штамма M. fortuitum subsp. fortuitum ATCC 
6841 оно увеличилось в 2,5 раза. Последующая инкубация M. fortuitum subsp. fortuitum ATCC 6841 с антибиотиками в 
присутствии ДНК лосося показала, что концентрация ДНК лосося 310 нг/мл способствует увеличению устойчивости к 
амикацину, но не кларитромицину. Увеличение устойчивости к кларитромицину было выявлено только при концентра-
ции ДНК лосося 3100 нг/мл и 10 мкг/мл кларитромицина. 
Заключение. Быстрорастущие штаммы микобактерий более активно взаимодействуют с чужеродной вкДНК на 
начальных этапах роста (формирования биопленок), что способствует увеличению лекарственной устойчивости, в то 
время как медленнорастущие штаммы практически не взаимодействуют с чужеродной ДНК на начальных этапах 
роста, что может быть связано с присутствием собственной вкДНК в необходимом количестве для данного этапа 
роста.
Ключевые слова: �медленнорастущие микобактерии, быстрорастущие микобактерии, амикацин, кларитромицин,  

внеклеточная ДНК, биопленки
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The ability of slow-growing and fast-growing strains of Mycobacterium to interact with foreign extracellular DNA (eDNA)

О бразование биопленок дает бактериям преимущество 
в росте, повышая устойчивость к меняющимся и/или 

агрессивным условиям окружающей среды, в т.ч. к антибио-
тикам и действию иммунной системы, что позволяет микро-
организмам сохраняться длительное время в макроорганиз-
ме [1–6]. Все представители рода Mycobacterium способны 
формировать биопленки. Биопленки микобактерий могут 
быть пелликулярного типа (на границе жидкость–воздух) и 
классическими (на границе субстрат–жидкость). Вне зависи-
мости от типа биопленки в составе матрикса микобактерий 
обнаруживают внеклеточную ДНК (вкДНК), белки, липиды и 
экзополисахариды. Интересно, что состав матрикса у пред-
ставителей рода Mycobacterium в количественно-временном 
отношении различается. Например, вкДНК у медленнора-
стущих микобактерий появляется в значимых количествах 
на первых этапах формирования биопленки, в то время как 
у быстрорастущих представителей микобактерий вкДНК в 
значимых количествах обнаруживается только в зрелых био-
пленках [1, 2, 7]. Данное различие связано с тем, что у мед-
леннорастущих микобактерий вкДНК участвует в формиро-
вании архитектуры биопленок уже с первых этапов роста, в 
то время как у быстрорастущих микобактерий на начальных 
этапах формирования биопленок большую роль играют гли-
копептидолипиды и миколовые кислоты [1, 7]. Бактерии 
способны использовать не только собственную вкДНК, но и 
вкДНК, которая появляется в результате распада иммунных 
клеток, что способствует формированию биопленки и повы-
шению лекарственной устойчивости бактерий [2–4]. 

В данной работе мы определили исходное количество 
вкДНК у представителей медленнорастущих и быстрорасту-
щих микобактерий в начале экспоненциальной фазы роста. 

Затем определили количественные изменения вкДНК 
быстрорастущих и медленнорастущих микобактерий при 
добавлении чужеродной ДНК (ДНК лосося (лДНК)). У штам-
ма, который показал наибольшее количественное измене-
ние вкДНК, оценили влияние чужеродной ДНК на устойчи-
вость клеток микобактерий к амикацину и кларитромицину. 
Обнаружено, что при внесении чужеродной ДНК наиболь-
шие изменения количества вкДНК были у быстрорастущего 
представителя микобактерий M. fortuitum. Внесение лДНК в 
качестве чужеродной ДНК приводит к повышению лекар-
ственной устойчивости. 

Материалы и методы 

Бактериальные штаммы и питательные среды
В работе использовались представители медленнорасту-

щих штаммов M. tuberculosis var. БЦЖ Tokyo 172, 
M. intracellulare 13950 и быстрорастущих штаммов микобак-
терий Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum ATCC 6841. 
Культивирование бактерий проводили как на жидких, так и 
на твердых питательных средах при температуре 37°C в 
аэробных условиях в течение 72 ч. В качестве жидких пита-
тельных сред использовался питательный бульон Middlebrook 
7H9 (BD, Franklin Lakes, Нидерланды) с добавлением 0,2% 
(об./об.) глицерина, 0,05% (об./об.) Tween 80 (MP Biomedicals, 
США) и 10% OADC (ADC с добавлением 0,06% (об./об.) оле-
иновой кислоты) (агар 7H11-OADC). Также культивирование 
проводили на бульонной среде 7Н9, обогащенной ADC 
(бульон 7H9-ADC) (5% бычьего сывороточного альбумина 
(Wako Pure Chemical Industries, Япония), 0,81% NaCl и 2% 
D-глюкозы).

1V.F.Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, 
Krasnoyarsk, Russian Federation;
2Private Healthcare Institution «Clinical Hospital» of Russian Railways Medicine Krasnoyarsk, Krasnoyarsk, 
Russian Federation;
3M.M.Shemyakin and Yu.A.Ovchinnikov State Research Center of the Russian Federation Institute of Bioorganic 
Chemistry of the Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation;
4State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of the Rospotrebnadzor, Obolensk, 
Russian Federation

Aim of the study. Study the possibility of foreign eDNA to interact with slow-growers and fast-growers mycobacteria, to 
estimate the effect of foreign eDNA (salmon DNA) on antibiotic resistance of mycobacteria of interest.
Materials and methods. Slow-growers mycobacteria Mycobacterium tuberculosis var. BCG Tokyo 172, Mycobacterium 
intracellulare 13950 and fast-growers mycobacteria Mycolicibacterium fortuitum subsp. fortuitum ATCC 6841. Mycobacterial 
cells, at the beginning of the exponential growth phase, were incubated with salmon DNA for 24 hours, cells were washed and 
stained with dyes SYTOX Green (SG) and CV-AM. Amount of eDNA was determined by cytoflowmetry. The strain with the 
greatest shift quantity of eDNA was tested for resistance to amikacin and clarithromycin.
Results. The eDNA amount of slow growers (M. tuberculosis var. BCG Tokyo 172 and M. intracellulare 13950) did not change 
after incubation with salmon DNA, while the fast-growing strain M. fortuitum subsp. fortuitum ATCC 6841 the amount of eDNA 
increased by 2.5 times. We revealed resistance of M. fortuitum subsp. fortuitum ATCC 6841 to amikacin in the presence of 
310 ng/ml but not to clarithromycin. Clarithromycin resistance was detected only at 3100 ng/ml salmon DNA and 10 μg/ml 
clarithromycin.
Conclusion. Fast-growing mycobacterial strains interact more actively with foreign eDNA at the initial stages of growth (biofilm 
formation); eDNA promotes increased drug resistance. While slow-growing strains practically do not interact with foreign eDNA 
at the initial stages of growth, this may be due to the presence of their own eDNA in the required amount for the studied stage 
of growth. 
Key words: mycobacterium, antibiotic resistance, bacterial, clarithromycin, extracellular DNA, biofilms
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Для роста на твердых средах использовали агар 
Mycobacteria 7H11 (BD, Franklin Lakes, Нидерланды) с добав-
лением 0,5% (об./об.) глицерина и добавлением в 10% OADC 
(обогащение ADC с добавлением 0,06% (об./об.) олеиновой 
кислоты) (агар 7H11-OADC).

Обнаружение вкДНК
Обнаружение вкДНК на поверхности жизнеспособных кле-

ток проводилось с помощью красителей CV-AM (Calcein 
Violet-Acetoxymethyl ester), индикатора присутствия эстеразы, 
маркера жизнеспособных бактерий (рис. 1), и SYTOX Green 
(SG) (Life-Technologies Corporation, США) который не проника-
ет через неповрежденную клеточную мембрану, т.е. окраши-
вает ДНК (вкДНК). Красители растворяли согласно инструк-
ции производителя (1 мг CV-AM в 250 мкл диметилсульфок-
сида (ДМСО); SG разбавили из исходного раствора произво-
дителя (5 мМ) до конечной концентрации 50 мкМ также с 
помощью ДМСО. Красители хранили при температуре -20°С.

Бактериальную культуру (OD600 = 0,01) вносили в две про-
бирки Эппендорф по 1 мл, в одну из них был добавлен 1 мкл 
(2 Ед) DNase I (Sigma-Aldrich, США). Образцы инкубировали 
в течение 12 ч при 37°C на роторной мешалке (4 об./мин). По 
завершении в чистую пробирку Эппендорф вносили по 
100 мкл бактериальной суспензии после инкубации с DNase 
I, затем по 5 мкл красителя CV-AM и инкубировали в течение 
60 мин при 37°C. По окончании инкубации добавляли 1 мкл 
красителя SG с дальнейшей инкубацией в течение 15 мин 
при комнатной температуре. Для удаления избыточного 
количества красителя образцы однократно промывали пита-
тельной средой 7H9-ADC. Образцы M. tuberculosis H37Rv 
дополнительно фиксировали 4%-м параформальдегидом в 
фосфатном буфере PBS (phosphate-buffered saline). Далее 
все образцы суспендировали в буфере, содержащем 
150  мкМ NaCl и 0,05% Tween 80. Анализ флюоресценции 
окрашенных клеток проводился на проточном цитометре 
NovoCyte (ACEA Biosciences Inc., США) при длинах волн воз-
буждения 488 нм (SG) и 405 нм (CV-AM).

Инкубация с ДНК лосося
Микобактерии культивировали на жидкой питательной 

среде Middlebrook 7H9 при температуре 37°C до оптической 
плотности OD600 = 0,01. Полученную бактериальную культуру 
разделяли на 2 образца по 7 мл. В один из них добавляли 
лДНК эквивалентно рассчитанному количеству гДНК. 
Количество гДНК рассчитывали исходя из того, что 1 бакте-
рия содержит 3,1 фг (3,1·10-15 г) ДНК, в бактериальной 
суспензии с оптической плотностью 1 может быть обнаруже-
но 108 микобактерий/мл, таким образом, в 1 мл бактериаль-
ной суспензии с оптической плотностью 1 содержится 310 нг 
ДНК. Образцы инкубировали в течение 24 ч при 37°C с 
вращением на роторе при скорости 4 об./мин. Далее прово-
дили обнаружение вкДНК на поверхности жизнеспособных 
клеток с помощью красителей CV-AM, как описано выше.

�Устойчивость микобактерий  
к лекарственным препаратам
В работе использовали антибиотики амикацин и клари-

тромицин (Wako Pure Chemical Industries, Япония). Стоковые 
растворы антибиотиков стерилизовали фильтрованием 

через мембрану с размером пор 0,45 мкм. До момента 
использования растворы хранили при -20°С. Клетки мико-
бактерий инкубировали в бульоне 7H9/ADC до оптической 
плотности OD600 = 0,1. Затем культуры были разбавлены до 
оптической плотности OD600 = 0,001 с помощью стерильной 
свежей питательной среды 7H9/ADC, после чего была 
добавлена DNase I в количестве 0,25 Ед/мл. Инкубация про-
должалась еще в течение 72 ч при 37°C на качалке, образцы 
без DNase I были культивированы аналогично.

По завершении инкубации (с DNase I или без нее) бакте-
риальную суспензию разбавляли свежей питательной сре-
дой 7H9/ADC до оптической плотности OD600 = 0,001. В под-
готовленные таким образом бактериальные суспензии 
добавлялись, бактериальные культуры оставляли инкубиро-
ваться при 37°С на качалке в течение 6 и 24 ч. Контрольные 

А     БЦЖ / BCG

	 Контроль / Control	 +лДНК / +salmonDNA

Б     M. intracellulare

	 Контроль / Control	 +лДНК / +salmonDNA

С     M. fortuitum

	 Контроль / Control	 +лДНК / +salmonDNA

	 SG-H	 SG-H

	 SG-H	 SG-H

	 SG-H	 SG-H

C
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C
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AM
-H

Рис. 1. Изменение количества вкДНК БЦЖ (А), M. intracellulare 
(Б) и M. fortuitum (С) в контроле (контроль) и после инкубации с 
чужеродной ДНК (+лДНК). Секция CV-AM показывает процент 
жизнеспособных клеток в популяции, секция SG  – процент 
мертвых клеток в популяции, секция Both  – процент клеток с 
двойным окрашиванием, т.е. жизнеспособных клеток, несущих 
вкДНК. 
Fig. 1. Changes in the amount of BCG (A), M. intracellulare (B) and 
M. fortuitum (C) extracellular DNA in the control and after incubation 
with foreign DNA (+salmonDNA). The CV-AM section shows the 
percentage of viable cells in the population; the SG section shows 
the percentage of dead cells in the population. Both sections show 
the percentage of double-stained cells, i.e. viable cells carrying 
extracellular DNA.
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образцы без лекарственных препаратов были подготовлены 
в тех же условиях.

По завершении инкубации жизнеспособность клеток 
определяли с помощью метода серийных разведений.

Сразу после окончания культивирования микобактерий в 
питательной среде с антибиотиками / противотуберкулез-
ными препаратами бактериальные клетки однократно 
отмывали от питательной среды, содержащей лекарствен-
ные препараты, стерильной водой и центрифугировали при 
3500 об./мин. Серийные разведения проводили согласно 
методическим указаниям «Определение чувствительности 
микроорганизмов к антибактериальным препаратам» (МУК 
4.2.1890-04). Инокулированные агаровые среды (7H11-
OADC) инкубировали при 37°С в течение 3 нед. Далее про-
водили учет выросших клеток.

Результаты исследования

Присутствие вкДНК у микобактерий и ее положительное 
влияние на способность формировать биопленки, что, в 
свою очередь, способствует увеличению лекарственной 
устойчивости микобактерий, показаны на примере как 
быстро-, так и медленнорастущих представителей рода 
[1,  2]. Бактерии способны использовать как собственную 
вкДНК, которая высвобождается в результате гибели бакте-
риальных клеток, так и чужеродную. Например, при возник-
новении инфекционного процесса M. tuberculosis способен 
использовать вкДНК, которая высвобождается в результате 
гибели фагоцитов [3]. 

Несмотря на то, что вкДНК может быть обнаружена у всех 
представителей рода Mycobacterium, ее значение для про-
цесса формирования биопленок может различаться. У 
быстрорастущих микобактерий на начальных этапах форми-
рования биопленок более важными молекулами являются 
экзополисахариды, а вкДНК в больших количествах обнару-
живается уже в зрелых биопленках. При формировании био-
пленок медленнорастущими бактериями вкДНК выполняет 
важные функции с начальных этапов [1, 2]. Интересно оце-
нить, способствует ли добавление чужеродной ДНК адсорб-
ции этой ДНК на поверхности бактериальных клеток и про-
исходит ли повышение лекарственной устойчивости [3, 4].

Сначала мы определили базовый уровень вкДНК у мед-
леннорастущих (M. tuberculosis var. БЦЖ, M. intracellulare) и 
быстрорастущих микобактерий (M. fortuitum). Бактерии куль-
тивировали на бульонной среде до экспоненциальной фазы 
роста, затем клетки окрашивали двумя красителями – SG и 
CV-AM. Определив исходное количество вкДНК у микобак-
терий, мы исследовали количественные колебания вкДНК 
микобактерий после инкубации с чужеродной ДНК (лДНК). 
Количественное определение вкДНК проводили методом 
проточной цитофлуометрии (рис. 1). 

Изменение количества вкДНК у БЦЖ, M. intracellulare и 
M. fortuitum после инкубации с лДНК рассчитывали в относи-
тельных единицах (о.е.) относительно контроля, данные 
представлены на рис. 2. 

Анализ результатов показал, что добавление чужеродной 
ДНК (лДНК) не привело к изменению количества вкДНК у 
штаммов БЦЖ и M. intracellulare по сравнению с контролем. 
В то же время инкубация быстрорастущего штамма 
M. fortuitum с лДНК привела к увеличению количества вкДНК 
в 2,5 раза по сравнению с контролем (рис. 2). 

Поскольку увеличение количества вкДНК после инкуба-
ции с лДНК наблюдалось только у штамма M. fortuitum, даль-
нейшее исследование влияния лДНК на устойчивость к 
лекарственным препаратам проводилось на этом штамме. В 
качестве антимикробных агентов использовали амикацин и 
кларитромицин, механизм действия которых непосредствен-
но не затрагивает ДНК. лДНК вносили в двух концентраци-
ях, 310 и 3100 нг/мл, инкубировали с клетками M. fortuitum, 
затем клетки отмывали и вносили антибиотики в нескольких 
концентрациях на 24 ч, после чего клетки отмывали от 
остатков антибиотика и определяли КОЕ/мл. 

Инкубация M. fortuitum с 1,25 мкг/мл амикацина в течение 
24 ч не выявила различия с контролем при внесении лДНК в 
количестве 310 нг/мл, в то время как внесение лДНК в коли-
честве 3100 нг/мл дало интересный результат  – привело к 
снижению КОЕ/мл по сравнению с контролем. Увеличение 
концентрации амикацина до 2,5 мкг/мл выявило повышение 

ОЕ – относительные единицы  / RU – relative units

Рис. 2. Изменение количества вкДНК у микобактерий после 
инкубации с ДНК лосося. 
Fig. 2. Change in the amount of extracellular DNA in mycobacteria 
after incubation with salmon DNA.

Рис. 3. Влияние ДНК лосося на устойчивость штамма M. fortuitum 
к амикацину, * p  <  0,05.
Fig. 3. Effect of salmon DNA on the resistance of M. fortuitum strain 
to amikacin, * p  <  0.05.
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устойчивости в культуре, куда была внесена лДНК в количе-
стве 310 нг/мл, относительно контроля, в то время как вне-
сение лДНК в количестве 3100 нг/мл не привело к измене-
нию КОЕ/мл, показатели были сопоставимы с контролем. 

Таким образом, инкубация в среде с амикацином показа-
ла, что присутствие лДНК в количестве 310 нг/мл приводит 
к увеличению устойчивости бактерий к антибиотику, в то 
время как концентрация 3100 нг/мл не оказывает влияния на 
устойчивость M. fortuitum к амикацину относительно контро-
ля (рис. 3). 

Интересно, что 310 нг/мл лДНК оказывает положитель-
ный эффект на количество жизнеспособных клеток 
M. fortuitum при концентрации амикацина 2,5 и 5 мкг/мл, в то 
время как 3100 нг/мл лДНК не оказывает никакого эффекта. 

Инкубация M. fortuitum с кларитромицином в концентра-
циях 2,5 мкг/мл, 5 мг/мл привела к равному снижению 
КОЕ/мл в  контроле и в присутствии лДНК в количестве 
310 и 3100  нг/мл (рис. 4). При повышении концентрации 
кларитромицина до 10 мкг/мл наблюдалось увеличение 
количества жизнеспособных клеток только при добавле-
нии 3100 нг/мл лДНК, в то время как КОЕ/мл при 310 нг/мл 
лДНК было сопоставимо с контролем.

Обсуждение

Отсутствие количественного увеличения вкДНК по срав-
нению с контролем у медленнорастущих представителей 
микобактерий БЦЖ и M. intracellulare может быть связано с 
присутствием собственной вкДНК в необходимом для дан-
ной стадии роста количестве, конкурирующей с лДНК. 
Увеличение количества вкДНК у M. fortuitum, возможно, 
обусловлено изначально минимальным количеством мико-
бактериальной вкДНК, что способствовало активному взаи-
модействию лДНК с поверхностью бактериальных клеток 
M. fortuitum. 

Амикацин является полусинтетическим антибиотиком из 
группы аминогликозидов. Механизм его действия связан с 

блокировкой синтеза белка. Амикацин связывается с 
30S-субъединицей рибосом, блокирует образование ком-
плекса транспортной и матричной РНК, вследствие чего 
нарушается синтез белка в клетке бактерий. Внесение лДНК 
в концентрации 310 нг/мл привело к увеличению устойчиво-
сти M. fortuitum к амикацину в концентрации 5 мкг/мл, в то 
время как внесение 3100 нг/мл лДНК не оказывало никакого 
эффекта по сравнению с контролем. Возможно, добавление 
лДНК в концентрации 3100 нг/мл является избытком для 
бактериальных клеток и не способствует формированию 
пелликулярных биопленок, напротив, их формирование 
ингибирует катионная природа лДНК, обволакивающей 
клетки микобактерий и препятствующей их взаимодей-
ствию. 

Кларитромицин относится к группе макролидов, меха-
низм действия которого обусловлен связыванием 23S РНК в 
месте туннеля выхода полипептида 50S рибосомальной 
субъединицы, что препятствует сборке рибосом, диссоциа-
ции тРНК и, как следствие, приводит к ингибированию бел-
кового синтеза [8]. Внесение лДНК в количестве 310 нг/мл не 
оказало влияния на устойчивость M. fortuitum к антибиотику. 
Увеличение устойчивости наблюдалось только в одном слу-
чае  – 3100 нг/мл лДНК при 10 мкг/мл кларитромицина. 
Отсутствие эффекта при других исследуемых концентраци-
ях кларитромицина может быть связано с непосредствен-
ным влиянием антибиотика на молекулярные механизмы 
формирования биопленки. Способность кларитромицина 
ингибировать формирование биопленок была показана на 
примере Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, 
Salmonella Typhimurium и Staphylococcus aureus [9–11]. 
Инкубация S. Typhimurium с кларитромицином в различных 
концентрациях выявила превалирующее влияние на дезин-
теграцию биопленки (вплоть до концентрации антибиотика 
1,56 мкМ), а не на жизнеспособность бактериальных клеток 
[11]. Возможно, кларитромицин способствует переходу клет-
ки в состояние кислородного истощения и препятствует 
окислительному фосфорилированию, влияет на ферменты, 
участвующие в цепи переноса электронов бактерий, что 
также мешает формированию биопленки [9–11].

Еще одним объяснением отсутствия эффекта лДНК 
может быть заряд кларитромицина. Адсорбция кларитроми-
цина может быть обусловлена электростатическим между 
зарядом поверхности бактериальной клетки и зарядом 
молекулы антибиотика. При значениях pH питательных сред, 
используемых в исследовании (~7,0), группа NH(CH3)2 в 
молекуле кларитромицина заряжена положительно, в то 
время как клеточная стенка несет отрицательный заряд, что 
способствует взаимодействию между молекулой антибио-
тика и клеточной стенки микобактерии [12].

Заключение 

Мы показали, что внесение чужеродной ДНК лосося не 
привело к количественному изменению вкДНК у медленно-
растущих представителей микобактерий, использованных в 
данной работе. Тогда как быстрорастущие представители 
микобактерий имеют незначительное количество вкДНК на 
ранних этапах формирования биопленки: например, у 
M. smegmatis для начальной адгезии к поверхности во время 

Рис. 4. Влияние ДНК лосося на устойчивость штамма M. fortuitum 
к кларитромицину.
Fig. 4. Effect of salmon DNA on clarithromycin resistance of 
M. fortuitum strain.

1,00Е+00

1,00Е+01

1,00Е+02

1,00Е+03

1,00Е+04

1,00Е+05

1,00Е+06

1,00Е+07

1,00Е+08

+лДНК 3100 нг/мл /
+salmonDNA 3100 ng/ml

лДНК 310 нг/мл /
+salmonDNA 310 ng/ml

Контроль / Control

5 мкг/мл2,5 мкг/мл1,25 мкг/мл0 мкг/мл

*

* *



61

Способность медленнорастущих и быстрорастущих штаммов бактерий рода Mycobacterium взаимодействовать с чужеродной внеклеточной ДНК

The ability of slow-growing and fast-growing strains of Mycobacterium to interact with foreign extracellular DNA (eDNA)

образования биопленки важны гликопептидолипиды и мико-
ловые кислоты, а не вкДНК [13]. Однако мы показали, что 
внесение лДНК приводит к количественному увеличению 
вкДНК в 2,5 раза у M. fortuitum, представителя быстрорасту-
щих микобактерий (рис. 1), что обусловлено изначально 
минимальным количеством микобактериальной вкДНК. 
Наличие свободных сайтов связывания облегчает взаимо-
действие лДНК с поверхностью бактериальных клеток 
M.  fortuitum, более быстрому формированию биопленок и, 
как следствие, увеличению лекарственной устойчивости к 
амикацину. Таким образом, несмотря на то, что быстрора-
стущие микобактерии на начальных этапах формирования 
биопленок используют молекулы, отличные от вкДНК, вне-
сение чужеродной ДНК ускоряет процесс формирования 
биопленок и способствует увеличению устойчивости к анти-
микробным препаратам. 
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Бактерии рода Klebsiella, способные вызывать широкий спектр заболеваний, часто являются возбудителями инфек-
ций, связанных с оказанием медицинской помощи, и отличаются высоким уровнем устойчивости к антибиотикам. Для 
своевременной постановки диагноза и проведения эффективных терапевтических и противоэпидемических меропри-
ятий необходимо ускоренное выявление бактерий этого рода. 
Целью работы явилась оценка эффективности применения хромогенной питательной среды ДагХром Клебсиелла 
агар для одноэтапного выделения и идентификации клебсиелл.
Материалы и методы. Исследовано 20 бактериальных культур, выделенных в ГБУЗ «Инфекционная клиническая 
больница №2 Департамента здравоохранения г. Москвы» при посеве клинического материала (мазки из носоглотки) 
от 20 пациентов с ВИЧ-инфекцией на среде Uriselect 4 (BioRad, США). Чистые культуры с Uriselect 4 пересевали парал-
лельно на среды Эндо и ДагХром Клебсиелла агар.
Результаты. При идентификации культур с помощью ДагХром Клебсиелла агара и предложенного алгоритма было 
установлено, что из 17 культур рода Klebsiella 15 культур относятся к виду K. pneumoniae и 2 культуры – к K. oxytoca. 
Исследование трех культур, не принадлежавших к роду Klebsiella, позволило идентифицировать их как Serratia 
marcescens. 
Заключение. Предложен алгоритм идентификации клебсиелл до вида с использованием ДагХром Клебсиелла агара, 
значительно сокращающий время исследования по сравнению с использованием общепринятой среды Эндо (48 ч и 
3–5 суток соответственно). ДагХром Клебсиелла агар имеет перспективу применения в практической бактериологии, 
поскольку значительно сокращает и упрощает исследование. 
Ключевые слова: �Klebsiella, K. pneumoniae, K. оxytoca, К. mobilis, хромогенная питательная среда,  
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Оценка эффективности применения ДагХром Клебсиелла агара

The prospects of using Klebsiella chrom agar in modern practical microbiology

Б актерии рода Кlebsiella – убиквитарные микроорганиз-
мы, входящие в состав факультативной микрофлоры 

желудочно-кишечного тракта и верхних дыхательных путей. 
В определенных условиях они способны стать этиологиче-
скими агентами ряда инфекций у взрослых и детей, как 
госпитальных (пневмония, катетер-ассоциированные и 
хирургические инфекции, инфекции мочеполового тракта, 
менингит, бактериемия), так и внегоспитальных (пневмония, 
инфекции мочеполового тракта, абсцесс печени, бактерие-
мия) [1–3]. Основными возбудителями заболеваний челове-
ка из представителей рода Klebsiellа являются K. pneumoniae, 
K. оxytoca и К. mobilis. Наибольшую значимость представля-
ет К. pneumoniae, ответственная за 75–86% всех случаев 
клебсиеллезных инфекций [4]. 

K. pneumoniae относится к числу ESKAPE-патогенов 
(Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, K. pneumoniae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и 
Enterobacter spp.), отличающихся высоким уровнем устойчи-
вости к антибиотикам. Эти бактерии являются возбудителя-
ми инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи 
(ИСМП), и могут быть смертельно опасны для людей в кри-
тическом состоянии и с ослабленным иммунитетом. Широкое 
распространение ИСМП, вызванных клебсиеллами, наносит 
значительный ущерб здоровью новорожденных и населения 
в целом, экономике и демографической ситуации в разных 
странах [5]. В последние годы многие штаммы K. pneumoniae 
приобрели способность продуцировать ферменты  – 
β-лактамазы, у некоторых отмечается наличие суперфер-
мента, известного как NDM-1, кодируемого геном blaNDM-1, 
что увеличило их устойчивость к пенициллину, цефалоспо-
ринам и карбапенемам. Растущая распространенность 
устойчивых к карбапенемам K. pneumoniae представляет 
собой серьезную проблему [6–9].

Пандемия, вызванная коронавирусом SARS-CoV-2, 
показала, что значимой причиной летальных исходов у 
людей, перенесших COVID-19, стали внутрибольничные 
инфекции. Было отмечено, что 30% пациентов умирали в 
первые 3 дня от дыхательной недостаточности, 70% уми-
рали позже от сепсиса, вызванного внутрибольничной 
инфекцией. Наибольшую опасность среди возбудителей 
внутрибольничной инфекции, относящихся к грамотрица-

тельным микроорганизмам, представляли бактерии рода 
Klebsiella [10]. 

В связи с вышеизложенным актуальна разработка уско-
ренных и специфичных алгоритмов лабораторной диагно-
стики бактерий рода Klebsiellа с целью своевременного 
проведения эффективных терапевтических и противоэпиде-
мических мероприятий. В частности, встает вопрос разра-
ботки и применения питательных сред нового поколения для 
ускоренного выделения и идентификации бактерий рода 
Klebsiellа. 

В мировой бактериологической практике широко исполь-
зуются хромогенные питательные среды (ХПС), принцип 
действия которых основан на выявлении высокоспецифич-
ных ферментов у исследуемых микроорганизмов с помощью 
хромогенных субстратов. Экономический эффект колосса-
лен  – это сокращение времени выявления возбудителя и 
экономия трудовых и финансовых ресурсов. Однако фер-
ментативные активности ксебсиелл, которые дают цветную 
реакцию, характерны и для других условно-патогенных 
энтеробактерий (УПЭ), что требует постановки дополнитель-
ных идентификационных тестов. 

Для идентификации клебсиелл в отечественных микро-
биологических лабораториях используют агар Эндо, на кото-
ром клебсиеллы, как и все бактерии группы кишечной 
палочки, вырастают одинаковыми колониями красного 
цвета, что значительно затрудняет выделение микробов в 
чистом виде и также требует постановки дополнительных 
идентификационных тестов. 

Для специфического выявления клебсиелл используется 
дифференциально-элективная питательная среда производ-
ства ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора (Московская 
область, пос. Оболенск). Среда ингибирует рост грамполо-
жительных микроорганизмов и большинства представите-
лей семейства Enterobacteriaciae. Специфичность среды 
обеспечивают селективная добавка инозит и кислотно-
основной индикатор. Клебсиеллы, утилизирующие инозит, 
формируют круглые, гладкие, слизистые колонии малиново-
го цвета, в то время как бактерии рода Escherichia – бесц-
ветные колонии. Наряду с клебсиеллами на среде возможен 
рост бактерий рода Serratia, которые бывает трудно отли-
чить от клебсиелл при множественном росте колоний, 

The Klebsiella bacteria, which can cause a wide range of diseases, are often the cause of healthcare-associated infections, and 
have a high level of antibiotic resistance. For a timely diagnosis and effective therapeutic measures, the accelerated detection 
of this bacteria species is necessary. 
The purpose of the work was to evaluate the effectiveness of the chromogenic medium DagChrom Klebsiella agar for the one-
step isolation and identification of Klebsiella species.
Materials and methods. Twenty bacterial cultures isolated at the Infectious Clinical Hospital No 2 of Moscow by seeding clinical 
material (nasopharyngeal swabs) from 20 patients with HIV infection on the Uriselect 4 medium (BioRad, USA) were studied.
Results. When identifying the cultures using DagChrom Klebsiella agar and the proposed algorithm, it was determined that of 
the 17 Klebsiella strains, 15 belonged to K. pneumoniae and 2 – to K. oxytoca. Three strains, which do not belong to the 
Klebsiella, were identified as Serratia marcescens.
Conclusion. A proposed identification algorithm for Klebsiella species using DagChrom Klebsiella agar significantly reduces 
the time for identification compared to the commonly used Endo medium (48 hours versus 3–5 days, respectively). DagChrom 
Klebsiella agar has a prospect of application for practical bacteriology applications as it significantly reduces and simplifies the 
study.
Key words: �bacteria of the genus Klebsiella, K. pneumoniae, K. oxytoca, K. mobilis, chromogenic culture medium, 

opportunistic microorganisms, healthcare-associated infections, DagChrom Klebsiella Agar
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несмотря на то, что для сераций характерны колонии мень-
шего размера. В таких случаях необходимы дополнительные 
идентификационные тесты.

В то же время надо отметить, что в России разработаны 
ХПС для выявления бактерий рода Klebsiella. В Санкт-
Петербурге на опытно-промышленном производстве ФБУН 
«Санкт-Петербургский НИИ эпидемиологии и микробиоло-
гии им. Пастера» Роспотребнадзора выпускается коммерче-
ский набор питательной среды «Клебсиелла 5-АСК 20», 
предназначенный для одноэтапного выделения и одновре-
менной идентификации бактерий рода Klebsiella. 
Идентификация бактерий основана на выявлении родоспе-
цифического фермента клебсиелл  – 5-аминосалицилатде-
карбоксилазы (5-АСК), который продуцируют только бакте-
рии рода Klebsiella. 5-АСК расщепляет хромогенный суб-
страт (5-аминосалициловую кислоту) с образованием пара-
аминофенола. Последний под действием кислорода воздуха 
образует полимер темно-коричневого цвета, в результате 
чего исключительно колонии клебсиелл и среда вокруг них 
окрашиваются в коричневый цвет. Эта среда, предназначен-
ная для научных исследований, состоит из набора реаген-
тов, рассчитанного на приготовление 20 чашек [11]. К недо-
статкам этой среды можно отнести трудоемкость приготов-
ления и небольшой срок годности. 

В филиале АО «НПО Микроген» НПО «Питательные 
среды» г. Махачкалы разработана ХПС ДагХром Клебсиелла 
агар (КХА), сухая, которая также основана на выявлении 
5-АСК. Определение физико-химических и биологических 
показателей качества среды КХА проводили согласно 
Методическим указаниям по контролю бактериологических 
питательных сред (МУК 4.2 2316-08) [12]. Специфичность 
КХА была продемонстрирована на примере 5 референс-
штаммов рода Klebsiella (K. pneumoniae 3534/51, K. охуtоса 
3530/50, K. mobilis (Enterobacter aerogenes) 418, K.  rhino- 
scleromatis ATCC 13884, K. ozaenae ATCC 11298) и 4 бакте-
рий других родов (Citrobacter freundii 101/57, Serratia 
marcescens ССМ 303, Escherichia coli Su 3912/41 O55 K:59, 
Enterobacter cloacae 10005). Среда позволяет за 24 ч инку-
бации посевов одноэтапно выделить и идентифицировать 
род Klebsiella. Предлагаемая среда стандартизована, полу-
чена в сухом виде, что представляет значительные удоб-
ства при использовании ее в сравнении со средами лабора-
торного приготовления [13].

Целью настоящей работы явилась оценка эффективно-
сти применения ДагХром Клебсиелла агара для одноэтапно-
го выделения и идентификации бактерий рода Klebsiella с 
целью определения перспектив ее использования в практи-
ческой бактериологии. 

Материалы и методы

Исследовано 20 бактериальных культур, выделенных в 
ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница №2 Департа-
мента здравоохранения г. Москвы» при посеве клинического 
материала (мазки из носоглотки) от 20 пациентов с ВИЧ-
инфекцией на ХПС Uriselect 4 (BioRad, США). Все эти культу-
ры через 24 ч инкубации формировали на данной среде 
колонии от темно-голубого до голубого цвета, что свидетель-
ствовало о возможной принадлежности к родам Klebsiella, 

Enterobacter, Serratia, Citrobacter (триб KESC). Принадлежность 
колоний к конкретному роду и виду определяли с помощью 
тест-системы micro-lachema-test ENTEROtest 24 согласно 
инструкции производителя (Erba Lachema, Чехия).

Также для подтверждения видовой принадлежности, 
культуры, выросшие на Uriselect 4, засевали на среду Эндо 
(ФБУН «ГНЦ ПМБ» Роспотребнадзора, Московская обл., п. 
Оболенск). С целью идентификации клебсиелл до рода и 
вида выросшие колонии красного цвета, принадлежащие к 
семейству Enterobacteriaceae, исследовали с помощью 
дополнительных идентификационных тестов: засевали на 
среды Гисса с углеводами, среды Олькеницкого, Кларка, 
Симмонса, мясопептонный агар (ФБУН «ГНЦ ПМБ» Рос- 
потребнадзора, Московская обл., п. Оболенск), осуществля-
ли постановку теста на индол с помощью реактива Ковача 
(НИЦФ, Санкт-Перербург) и теста на оксидазу с помощью 
тест-полосок (Erba, Чехия). 

Параллельно чистые культуры с Uriselect 4 пересевали на 
КХА для дальнейшей оценки этой питательной среды. 
Обнаружение на КХА коричневых колоний с коричневым 
преципитатом свидетельствовало о принадлежности испы-
туемой культуры к роду Klebsiella. Уточнение видовой при-
надлежности проводили с помощью разработанного нами 
алгоритма. 

Результаты исследования и их обсуждение

20 культур, выделенных от ВИЧ-инфицированных пациен-
тов ГБУЗ «Инфекционная клиническая больница №2 
Департамента здравоохранения г. Москвы» и изначально 
отнесенных c помощью коммерческой среды Uriselect 4 к 
трибу KESC, были исследованы с помощью комплекса 
тестов с целью их дальнейшей идентификации до конкрет-
ного рода и вида (табл. 1).

По тесту подвижности к роду Klebsiella отнесено 16 куль-
тур (отсутствие подвижности). Среди культур рода Klebsiella 
идентифицировано 15 культур K. pneumoniae и одна культу-
ра K. oxytoca. Культура Х1 не была отнесена к роду Klebsiella, 
так как не соответствовала по биохимическим тестам данно-
му роду.

На среде Эндо все культуры выросли красного или ярко-
розового цвета.

Те же 20 культур исследовали при посеве на среду КХА. 
Через 24 ч инкубации на среде КХА 17 выросших культур 
отнесли к роду Klebsiella по наличию коричневых колоний с 
коричневым преципитатом; 3 культуры, образовавшие зеле-
ные колонии с желтым ореолом, не относились к данному 
роду (рис. 1, 2). 

Для более детальной дифференциации выросших на 
КХА колоний предложен ранее разработанный алгоритм 
для идентификации до вида клинически-значимых условно-
патогенных микроорганизмов (УПМ): K. pneumoniae, 
K.  oxytocа, K. mobilis (E. aerogenes), K. оzaenae, K.  rhino- 
scleromatis, E. coli, E. cloacae, C. freundii, S. marcescens, 
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris, Enterococcus faecalis, 
P.  aeruginosa [14]. Указанный алгоритм представлен в 
табл. 2. Культуры УПМ, выделенные на КХА, идентифици-
руют до вида с помощью дополнительных 9 тестов. Для 
этого производят посев культур в полужидкий агар (для 
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Таблица 1. Идентификация культур, выделенных от ВИЧ-инфицированных пациентов 
Table 1. Identification of cultures isolated from HIV-infected patients

№ Предполагаемая 
культура / 
Proposed culture

Питательные среды (цвет, 
диаметр и гемолиз вокруг 

колоний) / Culture media (color, 
diameter and hemolysis around 

colonies)
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Blood agar

1-15 K. pneumoniae Т-г Я-р d 3 мм, 
β-гемолиз 

- - - + + + + + + + + -

16 K. oxytocа Т-г К d 3 мм, 
γ-гемолиз

- + + +,- + + + + + +,- + -

17 Культура Х1 Т-г Я-р d 4 мм, 
γ-гемолиз

- + + +,- + + + - + - + -

18 Культура Х2 Г Я-р d 3 мм, 
γ-гемолиз

+ - + +,- - + - - + -,+ - -

19 Культура Х3 Г Я-р d 3 мм, 
β -гемолиз

+ - + + - + - - + -,+ - -

20 Культура Х4 Г Я-р d 3 мм, 
β -гемолиз

+ - + + - + - - + -,+ - -

Референс-штамм / Reference strain

1 E. coli 3912/41 Р К d 3 мм, 
γ-гемолиз

+,- + + - - + (+) + + + - -

2 K. pneumoniae 
ATCC® 700603

Т-г К d 3 мм, 
γ-гемолиз

- -,+ + + + + + + + -,+ + -

3 K. охуtоса 3530/50 Т-г К d 3 мм, 
γ-гемолиз

- + + + + + + + + - (+) -

4 K. mobilis 
(E. aerogenes 418) 

Г К d 3 мм, 
γ-гемолиз

+ - + + + + + + + +,- - -

5 S. marcescens 
ССМ 303

Г Р d 1,5 мм, 
γ-гемолиз

+ - -,+ + - + - - + -,+ - -

6 E. cloacae 10005 Т-г К d 3 мм, 
γ-гемолиз

+ - +,- + + + + + + - - -

Т-г – темно-голубого цвета; Г – голубого цвета; К – красного цвета; Р – розового цвета; Я-р – ярко-розового цвета; «+» – положительная реакция в течение всего 
срока наблюдения; «–» – отрицательная реакция в течение всего срока наблюдения; «(+)» – замедленная положительная реакция (после 24 ч); «+,-» – больше 
положительная реакция, чем отрицательная; «-,+» – больше отрицательная реакция, чем положительная. 
Т-г – dark blue; Г – light blue; K – red; Р – pink; Я-р – bright pink; “+” – positive reaction throughout the entire observation period; “–” – negative reaction throughout the entire 
observation period; “(+)” – delayed positive reaction (after 24 hours); “+,-” – more positive reaction than negative; “-,+” – more negative reaction than positive.

Рис. 1. Рост бактерий рода Klebsiella на среде КХА.
Fig. 1. Growth of Klebsiella bacteria on KCA medium.

Рис. 2. Рост бактерий, не относящихся к роду Klebsiella, на 
среде КХА.
Fig. 2. Growth of non-Klebsiella bacteria on KCA medium.
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постановки теста на подвижность и наличие пигмента), на 
среду Олькеницкого (для определения уреазы, образова-
ния кислоты при ферментации лактозы и глюкозы, газоо-
бразования при расщеплении глюкозы и образования Н2S) 
и цитратный агар Симмонса (для выявления утилизации 
цитрата), а также исследуют в тесте на образование индола 
(для проведения теста полоску фильтровальной бумаги 
кладут в отдельную чашку Петри и пропитывают реактивом 
Ковача. Стерильным аппликатором отбирают изолирован-
ные колонии ночной культуры с агаровой среды. Растирают 
инокулят на фильтровальной бумаге и наблюдают за изме-
нением цвета. При положительном результате с реактивом 

Ковача на бумаге в течение 30 с появляется яркое красно-
розовое окрашивание, при отрицательной реакции бумага 
остается бесцветной). Наличие цитохромоксидазы (окси-
дазный тест) выявляли путем растирания микробной коло-
нии по диагностической зоне соответствующей тест-полос- 
ки: оксидазaположительные бактерии в течение 30 с окра-
шивали тест-полоску в зоне нанесения образца от голубого 
до серо-синего, отсутствие изменения цвета или развитие 
окраски через ≥60 с расценивали как отрицательную реак-
цию (табл. 2). 

С помощью анализа результатов посевов на КХА и 
результатов приведенных выше тестов проводили дальней-

Таблица 2. Алгоритм использования КХА и биохимических тестов для идентификации клебсиелл и других клинически значимых 
условно-патогенных микроорганизмов 
Table 2. DagChrome Klebsiella agar (KCA) and biochemical tests usage algorithm for the identification of Klebsiella spp. and other 
clinically significant opportunistic microorganisms

№ Условно-патогенные микроорганизмы / 
Opportunistic pathogens

КХА (цвет и наличие 
преципитата вокруг 
колоний) / 
KCA (color and presence 
of precipitate around 
colonies)
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1 K. pneumoniae ATCC® 700603 К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

-/- -,+ + + + + + - -

2 K. oxytoca 3530/50 К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

-/- + +,- + + + + - -

3 K. mobilis (E. aerogenes 418) К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

+/- - - + + + + - -

4 K. ozaenae ATCC 11298 К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

-/- - - + V V + - -

5 K. rhinoscleromatis ATCC 13884 К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

-/- - - + - - + - -

6 E. coli 3912/41 З, с желтым ореолом / 
with a yellow halo

+/- +.- - +,- - +,- + - -

7 E. cloacae 10005 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/- - V + + + + - -

8 C. freundii ATCC 10053 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/- - V + + + + + -

9 S. marcescens ССМ 303 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/(К),- - -,+ +,- + - + - -

10 P. mirabilis 3177 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/- - + + + - + + -

11 P. vulgaris Hx19 222 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/- + + + + - + + -

12 E. faecalis 775 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/- - + + + + + - -

13 P. aeruginosa 68 З, с желтым ореолом /
with a yellow halo

+/
(С-з),-

- + - - - + - +

К  – коричневый; З  – зеленый; «+» положительная реакция через 18–24 ч у 90% штаммов или более; «–»  – отрицательная реакция в течение всего срока 
наблюдения у 90% штаммов или более; «V» – вариабельная реакция; «+,-» – чаще положительная, реже отрицательная реакция у 90% штаммов или более; «-,+» – 
чаще отрицательная, реже положительная реакция у 90% штаммов или более.
K – brown; З – green; “+” – positive reaction after 18-24 hours in 90% of strains or more; “-” – negative reaction during the entire observation period in 90% of strains or more; 
“V” – variable reaction; “+,-” – more often positive, less often negative reaction in 90% of strains or more; “-,+” – more often negative, less often positive reaction in 90% of 
strains or more.
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шую видовую идентификацию 20 культур, выделенных от 
ВИЧ-инфицированных пациентов (табл. 3).

При анализе посевов на КХА установлено, что 17 культур 
принадлежали к роду Klebsiella (определено по наличию 
колоний коричневого цвета с коричневым преципитатом) и 
3 культуры (Х2, Х3, Х4) не принадлежали к данному роду, так 
как формировали колонии другого цвета (зеленые с желтым 
ореолом). 

Идентификация до вида 17 культур рода Klebsiella с помо-
щью предложенного комплекса тестов позволила отнести 
15 культур к виду K. pneumoniae и 2 культуры – к K. oxytoca, 
в т.ч. культуру Х1. Исследование 3 культур (Х2, Х3, Х4) зеле-
ного цвета с желтым ореолом позволило идентифицировать 
их как S. marcescens. 

В совокупности, включая посев на КХА и постановку био-
химических тестов, на исследование потребовалось 48 ч, 
таким образом, экономия во времени очевидна. Более того, 
при использовании среды КХА и разработанного алгоритма 
достаточно было использовать только 9 дополнительных 
тестов. В то же время надо отметить, что благодаря обнару-
жению родоспецифического фермента, которым обладают 
100% клебсиелл, при обнаружении коричневых колоний с 
коричневым преципитатом количество тестов можно умень-
шить до трех в том случае, если стоит задача идентифика-
ция до вида только клебсиелл (достаточно тестов на под-
вижность, образование индола и продукцию уреазы). 

Для сравнения, для родовой и видовой идентификации 
бактерий, выросших на среде UriSelect 4, использовано 
12  дополнительных тестов, продолжительность исследова-
ния – от 3 до 5 суток. При этом, как указывалось выше, часто 

УПЭ, обладающие схожими биохимическим свойствами, не 
соответствовали на 100% тому или иному виду по биохими-
ческим признакам. 

Ранее нами были проведены сравнительные испытания 
КХА и среды Эндо на примере клинического материала. 
Объектом исследований служили 624 образца мочи, 
190 образцов мазков от больных, страдающих неспецифи-
ческими воспалительными заболеваниями гениталий, 
138  образцов мазков от больных с ЛОР-заболеваниями и 
150 образцов мокроты (всего 1102 образца). Идентификацию 
культур, выросших на среде КХА, проводили с использова-
нием разработанного алгоритма, культуры со среды Эндо 
исследовали в соответствии с действовавшим в то время 
Приказом Министерства здравоохранения СССР №535 «Об 
унификации микробиологических (бактериологических) 
методов исследования, применяемых в клинико-диагности-
ческих лабораториях лечебно-профилактических учрежде-
ний» [15]. На обеих средах были получены сопоставимые 
результаты по выделению 545 культур УПЭ. При этом только 
на КХА одновременно с выделением 125 (22,9%) культур 
были идентифицированы как бактерии рода Klebsiella. 
Результаты видовой идентификации также совпали и пока-
зали наличие 125 изолятов K. pneumoniae, 382 – E. coli, 4 – 
E. cloacae, 3 – S. marcescens, 3 – C. freundii и 28 – P. mirabilis. 
Для проведения видовой идентификации культур при 
использовании КХА потребовалось 48 ч, при использовании 
среды Эндо – от 3 до 5 суток [14].

Характеристика дифференцирующих свойств питательных 
сред UriSelect 4, Эндо и КХА при идентификации ряда бакте-
рий семейства Enterobacteriaceae представлена в табл. 4. 

Таблица 3. Видовая идентификация культур, выделенных от ВИЧ-инфицированных пациентов, с помощью разработанного алго-
ритма использования КХА и биохимических тестов
Table 3. Species identification of cultures isolated from HIV-infected patients by means of KCA and biochemical tests usage algorithm

№ Идентифицированная культура / 
Identified culture

КХА (цвет и наличие 
преципитата вокруг 
колоний) / KCA (color and 
presence of precipitate 
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Те
ст

 н
а 

по
дв

иж
но

ст
ь 

/ 
Н

ал
ич

ие
 п

иг
м

ен
та

 (ц
ве

т)
M

ot
ilit

y 
te

st
/P

re
se

nc
e 

of
 p

ig
m

en
t 

(c
ol

or
)

О
бр

аз
ов

ан
ие

 и
нд

ол
а 

/ 
Fo

rm
at

io
n 

of
 in

do
le

П
ро

ду
кц

ия
 у

ре
аз

ы
 / 

U
re

as
e 

pr
od

uc
tio

n

Га
зо

об
ра

зо
ва

ни
е 

пр
и 

ра
сщ

еп
ле

ни
и 

гл
ю

ко
зы

 / 
G

as
 fo

rm
at

io
n 

du
rin

g 
th

e 
br

ea
kd

ow
n 

of
 g

lu
co

se

Ут
ил

из
ац

ия
 ц

ит
ра

та
 / 

C
itr

at
e 

di
sp

os
al

О
бр

аз
ов

ан
ие

 к
ис

ло
ты

 п
ри

 
ф

ер
м

ен
та

ци
и 

ла
кт

оз
ы

 / 
Ac

id
 fo

rm
at

io
n 

du
rin

g 
la

ct
os

e 
fe

rm
en

ta
tio

n

О
бр

аз
ов

ан
ие

 к
ис

ло
ты

 п
ри

 
ф

ер
м

ен
та

ци
и 

гл
ю

ко
зы

 / 
Fo

rm
at

io
n 

of
 a

ci
d 

du
rin

g 
fe

rm
en

ta
tio

n 
of

 g
lu

co
se

О
бр

аз
ов

ан
ие

 Н
2S

 / 
H

2S
 fo

rm
at

io
n

Н
ал

ич
ие

 ц
ит

ох
ро

м
ок

си
да

зы
 / 

Pr
es

en
ce

 o
f c

yt
oc

hr
om

e 
ox

id
as

e

1-15 K. pneumoniae
К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

-/- - + - + + + - -

16 K. oxytocа
К, с коричневым 
преципитатом /
with brown precipitate

-/- + + + +,- + + - -

17 K. oxytocа (Х1)
К, с коричневым 
преципитатом / 
with brown precipitate

-/- + + + +,- - + - -

18 S. marcescens (Х2) З, с желтым ореолом / 
with a yellow halo +/- - + + +,- - + - -

19 S. marcescens (Х3) З, с желтым ореолом / 
with a yellow halo +/- - + + + - + - -

20 S. marcescens (Х4) З, с желтым ореолом / 
with a yellow halo +/- - + + + - + - -

К – коричневые; З – зеленые; «+» – положительная реакция через 18–24 ч; «–» – отрицательная реакция в течение всего срока наблюдения; «+,-» – больше 
положительная реакция, чем отрицательная.
K – brown; З – green; “+” – positive reaction after 18–24 hours; “-” – negative reaction during the entire observation period; “+,-” – more positive reaction than negative.
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Сравнительное изучение питательных сред показало пре-
имущество среды КХА при идентификации бактерий рода 
Klebsiella в сравнении со средами Uriselect 4 и Эндо.

Заключение

При проведении микробиологических исследований важ-
ным условием является быстрота получения результатов, 
что не вызывает сомнений. Использование хромогенных 
питательных сред позволяет ускорить процесс выявления и 
идентификации возбудителя. На российском рынке пита-
тельных сред значительно уменьшилось количество зару-
бежных хромогенных питательных сред в связи с повышени-
ем цен, а также проблем с логистикой, а отечественные 
хромогенные питательные среды для одноэтапного выявле-
ния микроорганизмов различных таксономических групп 
используются пока только для научных исследований и не 
внедрены в практику здравоохранения. Это приводит к зна-
чительному увеличению времени и затрат на установление 
этиологического агента инфекционного процесса.

На предлагаемой к использованию среде КХА бактерии 
рода клебсиелл выявляются через 24 ч инкубации. Далее для 

внутривидовой идентификации достаточно провести всего 
2 теста – на индол и подвижность, на что требуется 18–24 ч. На 
импортной хромогенной среде UriSelect 4 через 24 ч выявляют-
ся бактерии триба KESC, поэтому клебсиеллы необходимо 
сначала дифференцировать от представителей родов Entero-
bacter, Serratia, Citrobacter и только потом провести внутриви-
довую идентификацию. Для этого нужно несколько суток.

Что касается среды Эндо, то на ней одинаково выделяют-
ся все БГКП. Для дифференциации клебсиелл также необ-
ходимо большое количество идентификационных тестов, на 
что требуется от 3 до 5 суток.

Таким образом, только на среде КХА можно выявить бак-
терии рода Klebsiella в один этап в течение 24 ч, поскольку 
среда основана на выявлении родоспецифического фермен-
та клебсиелл, и затем плюс еще 24 ч для проведения внутри-
видовой идентификации с использованием двух тестов.

Кроме того, с помощью КХА и предложенного нами алго-
ритма можно идентифицировать и другие клинически значи-
мые микроорганизмы, не относящиеся к роду клебсиелл, в 
течение 48 ч. 

Результаты, полученные при проведении данного иссле-
дования, открывают перспективы применения отечествен-

Таблица 4. Специфичность питательных сред при выделении бактерий рода Klebsiella через 24 ч инкубации посевов при t = 37,1°С 
(на примере референс-штаммов)
Table 4. Specificity of nutrient media while isolating Klebsiella genus after 24 hours of incubation of crops at t = 37.1°С (using reference-
strains as an example)

№ Референс-штаммы / 
Reference strains

Рост референс-штаммов на питательных средах / Growth of reference strains on nutrient media

UriSelect 4 Эндо КХА

1 E. coli 3912/41 розовые колонии / 
pink colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

зеленые колонии с желтым ореолом /
green colonies with a yellow halo

2 K. pneumoniae ATCC® 700603 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

коричневые колонии с коричневым 
преципитатом /

brown colonies with brown precipitate

3 K. oxytoca 3530/50 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

коричневые колонии с коричневым 
преципитатом /

brown colonies with brown precipitate

4 K. mobilis (E. aerogenes 418) темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

коричневые колонии с коричневым 
преципитатом /

brown colonies with brown precipitate

5 K. ozaenae ATCC 11298 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

коричневые колонии с коричневым 
преципитатом /

brown colonies with brown precipitate

6 K. rhinoscleromatis ATCC 13884 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

коричневые колонии с коричневым 
преципитатом /

brown colonies with brown precipitate

7 Е. cloacae 10005 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

зеленые колонии с желтым ореолом /
green colonies with a yellow halo

8 C. freundii ATCC 10053 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

красные колонии с металлическим 
блеском или без него /

red colonies with or without metallic 
sheen

зеленые колонии с желтым ореолом /
green colonies with a yellow halo

9 S. marcescens ССМ 303 темно-голубые или голубые колонии /
dark blue or blue colonies

бесцветные или бледно-розовые 
колонии /

colorless or pale pink colonies

зеленые колонии с желтым ореолом /
green colonies with a yellow halo
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ной среды ДагХром Клебсиелла агар для выявления бакте-
рий рода Klebsiella. Сравнительное изучение идентифика-
ции клебсиелл на различных питательных средах показало, 
что применение среды КХА, основанной на выявлении 
родоспецифичного фермента клебсиелл – 5-аминосалици-
латдекарбоксилазы, позволяет значительно ускорить и 
упростить обнаружение этих микроорганизмов. Предложен- 
ный алгоритм идентификации клебсиелл до вида позволит 
сократить время (получение результата через 48 ч), стои-
мость микробиологического исследования и упростить 
работу практических бактериологов. На разработанную 
питательную среду ДагХром Клебсиелла агар получен 
патент [13].

Важно отметить, что среду КХА можно использовать в 
проведении комплексных микробиологических диагностиче-
ских исследованиях УПМ. 

Дальнейшие разработки будут направлены на замещение 
импортного хромогенного субстрата – 5-аминосалициловой 
кислоты – на отечественный, что существенно снизит себе-
стоимость среды (примерно на 50%) и позволит создать 
полностью отечественную разработку.
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Внутривидовая вариабельность вирулентных 
свойств Burkholderia thailandensis
А.Ю.Замарина, М.В.Бартенева, И.А.Хабарова, С.И.Жукова, Н.Г.Плеханова, А.Д.Викторов, И.Б.Захарова 

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский противочумный институт» Роспотребнадзора, 
Волгоград, Российская Федерация

Burkholderia thailandensis – сапрофитическая бактерия, филогенетически близкая Burkholderia pseudomallei, до недав-
него времени считавшаяся непатогенной. Описанные случаи инфекции, вызванные B. thailandensis, в т.ч. системные 
с летальным исходом, редки и все первоначально были диагностированы как мелиоидоз. Однако вопрос о вирулент-
ных свойствах B. thailandensis до сих пор остается неясным. 
Цель. Оценить вирулентность разных штаммов B. thailandensis, диссеминацию по органам и тканям в процессе инфек-
ции и динамику изменения вирулентности при пассировании in vivo.
Материалы и методы. Инфекцию моделировали на белых мышах (беспородных линии Balb/с) и золотистых хомячках. 
Животных заражали внутрибрюшинно в дозах 104, 106, 108 м.к. по 10 особей на дозу заражения. Значения LD50 рас-
считывали для 30-дневного периода. Исследовано 15 штаммов B. thailandensis. Наличие возбудителя оценивали бак-
териологически и методом полимеразной цепной реакции. 
Результаты. Показано наличие внутривидовой вариабельности вирулентных свойств B. thailandensis – 28,6% иссле-
дованных штаммов проявляли вирулентность для золотистых хомячков. Обнаружено, что после пассирования in vivo 
вирулентность B. thailandensis повышается  – LD50 статистически достоверно снижалась на 1–3 порядка (p < 0,05). 
После долгосрочного хранения в искусственных условиях вирулентность снижается. Наименьшую способность к дис-
семинации показал штамм E264, тогда как штаммы VS22501 и VS22512 обнаруживались во всех исследованных 
органах к 25-м суткам, бактериального клиренса не наблюдали ни в одном случае.
Заключение. По способности к диссеминации по различным органам в процессе инфекции без выраженного ткане-
вого тропизма, повышению вирулентности после пассирования in vivo и ее снижению после долгосрочного хранения 
в искусственных условиях B. thailandensis сходна с возбудителем мелиоидоза. В отличие от B. pseudomallei, штаммы 
B. thailandensis дикого типа вызывают не острую, а хроническую форму инфекции при сходной патоморфологической 
картине.
Ключевые слова: Burkholderia thailandensis, вирулентность, Burkholderia pseudomallei, диссеминация

Для цитирования: Замарина А.Ю., Бартенева М.В., Хабарова И.А., Жукова С.И., Плеханова Н.Г., Викторов А.Д., Захарова И.Б. Внутривидовая 
вариабельность вирулентных свойств Burkholderia thailandensis. Бактериология. 2025; 10(3): 71–76. DOI: 10.20953/2500-1027-2025-3-71-76

Intraspecific variability of virulence properties 
Burkholderia thailandensis 

A.Yu.Zamarina, M.V.Barteneva, I.A.Khabarova, S.I.Zhukova, N.G.Plekhanovа, A.D.Victorov, I.B.Zakharova

Volgograd Research Institute for Plague Control of Rospotrebnadzor, Volgograd, Russian Federation

Burkholderia thailandensis is a saprophytic bacterium philogenically close to Burkholderia pseudomalle, which was recently 
considered nonpathogenic. The described cases of infection caused by B. thailandensis, including systemic, are rare and all 
were initially diagnosed as melioids. However, the question of the virulent properties of B. thailandensis remains unclear.
The goal. To evaluate the virulence of different B. thailandensis strains, dissemination through organs and tissues during 
infection, and the dynamics of virulence changes during in vivo passaging.
Materials and methods. The infection was modeled on white mice (outbred and Balb/c line) and golden hamsters. Animals 
were infected intraperitoneally in doses of 104, 106, 108 m.c., 10 animals per each dose of infection. LD50 values were calculated 
for a 30-day period. Fifteen strains of B. thailandensis were studied. The presence of the pathogen was assessed 
bacteriologically and by the method PCR.
Results. The presence of intraspecific variability of virulence properties was shown – 28.6% of the studied strains exhibited 
virulence for golden hamsters. It was found that virulence of B. thailandensis increased after in vivo passing – LD50 statistically 
reliably decreased by 1–3 order (p < 0,05). After long-term storage, the virulence decreases. Strain E264 showed the lowest 
ability to disseminate, while VS22501 and VS22512 were found in all the studied organs, by the 25th day bacterial clearance 
was not observed in any case.
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К омплекс Burkholderia pseudomallei (BPC) в настоящее 
время содержит 8 видов: B. pseudomallei, B. mallei, 

B. thailandensis, B. humptydooensis, B. oklahomensis, B. singu- 
laris, B. mayonis и B. savannae [1]. Среди представителей 
BPC два высокопатогенных вида  – B. pseudomallei и 
B. mallei – занимают особое положение, являясь возбудите-
лями особо опасных инфекций мелиоидоза и сапа соответ-
ственно. Все виды BPC, за исключением возбудителя сапа, 
являются сапрофитами. Наиболее филогенетически близ-
ким видом для возбудителей мелиоидоза и сапа является 
B. thailandensis, имеющая высокое генетическое сходство с 
B. pseudomallei и занимающая с ней одинаковые экологиче-
ские ниши [2]. B. thailandensis впервые была выделена из 
почвы на северо-востоке Таиланда и до получения в 1998 г. 
видового статуса считалась слабовирулентным биотипом 
B. pseudomallei. Сравнительный анализ кодирующих после-
довательностей основного генома видов B. pseudomallei и 
B. thailandensis показал, что из 4447 кодирующих последо-
вательностей (CDS), входящих в схему типирования, 4266 
являются общими для этих видов и только 181 CDS уни-
кальна для B. thailandensis [2]. Морфология колоний 
B.  thailandensis на твердых питательных средах, особенно 
на агаре Эшдауна, практически не отличима от колоний 
B.  pseudomallei. Биохимически B. thailandensis отличается 
от B. pseudomallei только способностью утилизировать ара-
бинозу, и автоматизированные биохимические анализато-
ры в большинстве случаев идентифицируют B. thailandensis 
как B.  pseudomallei, а доступные коммерческие системы 
MALDI-TOF MS (Bruker Microflex Biotyper и bioMérieux Vitek 
MS) часто определяют B. pseudomallei как B. thailandensis 
[3]. Сравнительный анализ профилей липополисахарида, 
являющегося одним из основных иммуногенов, показал их 
полную идентичность у B. pseudomallei и B. thailandensis [4]. 
У вариантных по структуре капсулы штаммов B. thailandensis, 
обозначенных BTCV (B. thailandensis capsular variant), опе-
рон, кодирующий биосинтез капсульного полисахарида, 
который также относится к основным иммуногенным анти-
генам, на 95% гомологичен с кластером генов CPS 
B. pseudomallei [5]. BTCV-штаммы перекрестно реагируют с 
моноклональными антителами на эпитопы капсульного 
полисахарида B. pseudomallei, что приводит к ошибкам в 
идентификации возбудителя. В связи с этим видовая иден-
тификация B. thailandensis и ее дифференциация с 
B. pseudomallei представляет определенную проблему.

Так же как и возбудитель мелиоидоза, B. thailandensis 
является факультативным внутриклеточным патогеном, 
который обладает сходным с B. pseudomallei набором фак-
торов вирулентности [6]. В организме теплокровных хозяев 
B. thailandensis демонстрирует ряд свойств, характерных для 
возбудителя мелиоидоза: устойчивость к фиксации компле-

мента, выживаемость в макрофагах и толерантность к 
активным формам кислорода. Оба вида используют сход-
ные молекулярные механизмы для выживания в фагоцити-
рующих клетках хозяина и используют общую стратегию 
межклеточного распространения, индуцируя образование 
многоядерных гигантских клеток [7]. В связи с этим 
B. thailandensis активно используется в качестве модели для 
изучения механизмов вирулентности B. pseudomallei.

В течение довольно длительного времени B. thailandensis 
не считалась патогенной для человека. Поскольку в научной 
литературе описаны случаи инфекции различной степени 
тяжести, в т.ч. системные с летальным исходом (сепсис, 
поражение центральной нервной системы), этот тезис в 
настоящее время подвергается обоснованному сомнению [3, 
8–10]. Необходимо отметить, что описанные в литературе 
случаи первоначально были диагностированы как мелиои-
доз. Этиологический агент B. thailandensis установлен толь-
ко после верификации в крупных исследовательских цен-
трах, с использованием в т.ч. полногеномного секвенирова-
ния, и весьма вероятно, что большинство случаев инфици-
рования B. thailandensis остаются недиагностированными 
или проходят под диагнозом мелиоидоза.

До сих пор остается неясным вопрос о длительности пер-
систенции B. thailandensis в организме теплокровных, а 
также о динамике изменения патогенных свойств в процессе 
инфекции. Известно, что у возбудителя мелиоидоза при пас-
сировании через организм восприимчивых животных виру-
лентность возрастает, тогда как подобные данные относи-
тельно B. thailandensis в доступной литературе не обнаруже-
ны, и прояснение вопроса о динамике вирулентности штам-
мов B. thailandensis при пассировании in vivo и определение 
оптимального уровня биологической безопасности при 
работе с данным микроорганизмом является важной зада-
чей Референс-центра по мониторингу за возбудителями 
мелиоидоза и сапа. В этой связи исследования, направлен-
ные на установление патогенного потенциала B. thailandensis, 
представляют определенный практический интерес. 

Цель исследования: оценить вирулентность разных 
штаммов B. thailandensis, диссеминацию по органам и тка-
ням в процессе инфекции и динамику изменения вирулент-
ности при пассировании in vivo.

Материалы и методы 

Инфекцию моделировали на лабораторных животных  – 
относительно устойчивых беспородных и линии Balb/с белых 
мышах (в возрасте 6–8 нед., массой 18–22 г) и высокочув-
ствительных к мелиоидозу золотистых хомячках (в возрасте 
8–10 нед., массой 80–100 г). Животных заражали внутри-
брюшинно в дозах 104, 106, 108 м.к., по 10 особей на дозу 

Conclusion. B. thailandensis is similar to B. pseudomallei on its ability to disseminate to various organs during infection without 
pronounced tissue tropism, increase in virulence after in vivo passaging, and its decrease after long-term storage in artificial 
conditions. Unlike B. pseudomallei, wild-type B. thailandensis strains cause not an acute but a chronic form of infection with a 
pathomorphological similar to melioidosis.
Key words: Burkholderia thailandensis, virulence, Burkholderia pseudomallei, dissemination

For citation: Zamarina A.Yu., Barteneva M.V., Khabarova I.A., Zhukova S.I., Plekhanovа N.G., Victorov A.D., Zakharova I.B. Intraspecific variability of 
virulence properties Burkholderia thailandensis. Bacteriology. 2025; 10(3): 71–76. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2025-3-71-76
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заражения. Значения LD50 рассчитывали для 30-дневного 
периода по И.П.Ашмарину [11]. 

Исследовано 15 штаммов B. thailandensis, в т.ч. 1 штамм 
BTCV 2.1 из коллекции ФКУЗ «Волгоградский научно-иссле-
довательский противочумный институт» Роспотребнадзора 
и референтный штамм вида B. thailandensis E264 (любезно 
предоставлен в коллекцию института профессором 
D.E.Woods (University of Calgary) в 1998 г.). 

Наличие возбудителя оценивали бактериологически и 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с использова-
нием набора реагентов для выявления и дифференциации 
B. mallei, B. pseudomallei и B. thailandensis «Амплиген- 
Буркхольдерии группы pseudomallei» βLB/D-Eph (РУ РЗН 
2018/7785) [12]. ДНК выделяли с помощью набора для выде-
ления геномной ДНК из клеток, тканей и крови (ООО 
«Биолабмикс», Россия) в соответствии с инструкциями про-
изводителя. Продукты ПЦР анализировали в 1,5%-м агароз-
ном геле и визуализировали с помощью окрашивания бро-
мидом этидия.

Все исследования проводились в соответствии с СанПиН 
3.3686-21 «Санитарно-эпидемиологические требования по 
профилактике инфекционных болезней». Все манипуляции с 
животными проводили в соответствие с законодательством 
России и международными этическими нормами. Протокол 
исследования согласован с комиссией по биоэтике ФКУЗ 
ВНИПЧИ (протокол №4 от 10.10.2023).

Результаты исследования и их обсуждение

Вирулентность штаммов оценивали по LD50 для золоти-
стых хомячков, нелинейных белых мышей и мышей линии 
BALB/c. 

При экспериментальной инфекции золотистых хомячков 
диапазон уровня вирулентности протестированных изолятов 
находился между LD50 104 м.к. и >108 м.к. Штаммы 
B. thailandensis сиквенс-типа ST80 (E264, VS22510, VS22514 
и VS22515; ST345 VS22401 и VS22402; ST76 VS22407, 
VS22508 и VS22509; ST77 VS22513, а также BTCV 2.1 
(ST696)) гибели хомячков при всех дозах заражения не 
вызывали, что позволяет отнести их к авирулентным. Для 
штаммов VS22406 (ST76), VS22501 и VS22511 (ST80), 
VS22512 (ST77) LD50 варьировала от 104 до 106 м.к. (рис. 1), 
что сопоставимо с таковой для мышей BALB/c отдельных 
клинических штаммов B. pseudomallei с относительно низ-
ким уровнем вирулентности (LD50 5·104–106 м.к.) [13]. 
Полученные данные показали, что у B. thailandensis так же, 
как и у B. pseudomallei, корреляция между сиквенс-типом и 
уровнем вирулентности не прослеживается. Отсутствие 
гибели животных при экспериментальной инфекции, обу-
словленной BTCV 2.1, показало, что наличие у штамма 
B. thailandensis B. pseudomallei-подобной капсулы не являет-
ся решающим фактором вирулентности. В пользу данного 
вывода также свидетельствуют описание двух случаев 
летальной инфекции в Китае и местной инфекции в Лаосе. 
Этиологическим агентом системных инфекций были штам-
мы B. thailandensis 2022DZh и B. thailandensis BPM, относя-
щиеся к основной филогенетической кладе. Оба штамма 
принадлежат к ST76, выделены с интервалом ~10 лет и гео-
графически разделены расстоянием ~200 км [8, 9]. В случае 

успешно вылеченного пациента из Лаоса причиной инфек-
ции был штамм BTCV LPD1900722 (ST696) [10].

У павших от инфекции B. thailandensis хомячков обнару-
жены проявления, сходные с подострым мелиоидозом: мно-
жественные абсцессы печени, легких, и селезенки. В неко-
торых случаях за несколько дней до гибели у животных 
наблюдали парезы задних лап и неконтролируемую дрожь – 
симптомы, характерные для мелиоидоза. 

Все исследованные штаммы B. thailandensis не вызывали 
гибели нелинейных белых мышей после введения макси-
мальной дозы – 108 м.к. Для мышей линии ВАLВ/с LD50 опре-
деляли с использованием 4 отличающихся по вирулентности 
для золотистых хомячков штаммов B. thailandensis. 
Моделирование инфекции B. thailandensis на мышах линии 
ВАLВ/с показало межштаммовые отличия вирулентности 
для этой биомодели. При заражении штаммами B.  thailan-
densis VS22512 и VS22501 LD50 варьировала от 105 до 
108 м.к. Штаммы B. thailandensis E264 и 2.1, у которых ранее 
LD50 для золотистых хомячков составляла 2,6·104 м.к. (1998 г.) 
и 7,3·104 м.к. (2018 г.), после длительного хранения гибели 
линейных мышей, как и золотистых хомячков, не вызывали 
(рис. 1, табл. 1).

Необходимо отметить, что белые мыши разных линий 
значительно отличаются по восприимчивости к B. pseudo- 
mallei. Так, по данным J.M.Warawa, между линиями BALB/c и 
C57BL/6 существует более чем 200-кратная разница по вос-
приимчивости к мелиоидозу, причем линия C57BL/6 и нели-
нейные мыши имеют одинаковый уровень восприимчивости 
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Рис. 1. Вирулентность штаммов B. thailandensis для золотистых 
хомячков.
Fig. 1. Virulence of B. thailandensis strains in golden hamsters.

Таблица 1. Вирулентность штаммов B. thailandensis для белых 
мышей
Table 1. Virulence of B. thailandensis strains for white mice

Штамм / 
Strain

ST LD50 (м.к.) / (m.c.)

Нелинейные 
мыши / 

Outbred mice

ВАLВ/с

B. thailandensis E264 ST80 >108 >108

B. thailandensis 2.1 ST696 >108 >108

B. thailandensis VS22501 ST80 >108 2,1·108

B. thailandensis VS22512 ST77 >108 2,1·105
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[14]. Полученные нами данные позволяют сделать аналогич-
ное заключение о восприимчивости нелинейных мышей и 
линии BALB/c к B. thailandensis.

Таким образом, показано, что около трети исследованных 
штаммов (28,6%) проявляли вирулентность для золотистых 
хомячков и среди штаммов B. thailandensis имеется внутри-
видовая вариабельность вирулентных свойств. 

Для исследования потенциала повышения уровня виру-
лентности B. thailandensis во время инфекции был проведен 
2-кратный пассаж in vivo с использованием золотистых 
хомячков. По этическим причинам для пассирования выбра-
но только 4 вирулентных штамма. Полученные данные по 
анализу стабильности вирулентности B. thailandensis приве-
дены в табл. 2.

У всех исследованных штаммов после пассажей наблю-
дали повышение уровня вирулентности – LD50 статистически 
достоверно снижалась (p < 0,05) на 1–3 порядка, при сниже-

нии средней продолжительности жизни биомоделей более 
чем в 2 раза. 

Необходимо отметить, что у двух длительно хранившихся 
штаммов B. thailandensis E264 и 2.1 LD50 повысилась с изна-
чальных 2,6·104 м.к. (1998 г.) и 7,3·104 м.к. (2018 г.) до 
>108  м.к. (2024 г.), т.е. при длительном хранении в искус-
ственных условиях наблюдается снижение вирулентных 
свойств (рис. 1). Полученные данные свидетельствуют, что 
B. thailandensis так же, как и возбудитель мелиоидоза, обла-
дает свойством повышения вирулентности после пассирова-
ния in vivo и ее снижения после долгосрочного хранения в 
искусственных условиях. 

Для изучения диссеминации исходных штаммов по орга-
нам и тканям исследовали секционный материал от павших 
и подвергнутых эвтаназии золотистых хомячков на 7, 16 и 
25-е сутки после заражения. Ни один из исследованных 
штаммов не вызывал острой инфекции, период гибели 
животных пришелся на 8–16-е сутки. Исследование секци-
онного материала павших и подвергнутых эвтаназии живот-
ных на наличие ДНК B. thailandensis методом ПЦР показало 
положительные результаты для всех биопроб, причем ДНК 
возбудителя обнаружена в трех и более внутренних органах 
с дальнейшим подтверждением бактериологическим мето-
дом (рис. 2, табл. 3). 

По способности к диссеминации B. thailandensis по вну-
тренним органам выявлены межштаммовые отличия, как и 
по срокам распространения инфекции. К концу первой неде-
ли наблюдения все исследованные штаммы обнаружены в 
селезенке, печени и легких, за исключением референтного 
штамма B. thailandensis E264, который выявлен только в 
брыжеечном лимфатическом узле. Пик диссеминации для 
всех штаммов пришелся на 8–16-е сутки, причем все штам-
мы, за исключением E264, к этому времени колонизировали 
и внутренние репродуктивные органы. У выживших к 25-м 
суткам животных бактериального клиренса не наблюдали 
ни в одном случае. Более того, штаммы VS22501 и VS22512 
обнаружены и в головном мозге. 

Заключение

Таким образом, по способности к диссеминации по раз-
личным органам в процессе инфекции без выраженного 
тканевого тропизма, повышению вирулентности после пас-
сирования in vivo и ее снижению после долгосрочного хране-
ния в искусственных условиях B. thailandensis сходна с воз-
будителем мелиоидоза. В отличии от B. pseudomallei, штам-
мы B. thailandensis дикого типа вызывают не острую, а хро-

Таблица 2. Динамика вирулентности B. thailandensis для золотистых хомячков при пассаже in vivo
Table 2. Dynamics of B. thailandensis virulence in golden hamsters during in vivo passage

Штамм / 
Strain B. thailandensis

LD50 (м.к.) / (m.c.) Средняя продолжительность жизни (суток)* / 
Average lifetime (days)*

Исходные / Original Пассированные / After the passages Исходные / Original Пассированные / After the passages

VS22406 4,6·104 4,6·103 16 7,6

VS22501 104 2,1·103 14 5,8

VS22511 4,6·104 4,6·103 23 10,4

VS22512 106 2,1·103 16 7,2

*Внутрибрюшинное заражение в дозе 106 м.к. / Intraperitoneal infection at a dose of 106 m.с.

Рис. 2. Исследование секционного материала от животных на 
наличие ДНК B. thailandensis методом ПЦР. Проба (штамм): 1 – 
л.у.п. (VS 22512), 2 – л.у.б. (264), 3 – печень (VS 22512), 4 – л.у.п. 
(VS 22512), 5  – головной мозг (VS 22512), 6  – л.у.б. (VS 22512), 
7 – селезенка (VS 22512), 8 – л.у.п. (264), 9 – селезенка (264), 10 – 
л.у.п. (VS 22501), 11 – маркер, 12–14 – К+, 15 – К-, 16 – тимус (VS 
22501), 17 – головной мозг (VS 22501), 18 – матка (VS 22501), 19 – 
печень (264), 20 – селезенка (VS 22501), 21 – печень (VS 22501), 
22  – легкое (VS 22501), 23  – тимус (VS 22501), 24  – печень (VS 
22501), 25 – семенник (VS 22501), 26 – л.у.б. (VS 22501), 27 – тимус 
(VS 22501), 28 – семенник (VS 264), 29 – головной мозг (VS 2.1), 
30 – селезенка (2.1). Сокращения: л.у.п. – лимфатический узел 
паховый, л.у.б. – лимфатический узел брыжеечный, К- – отри-
цательный контроль, К+  – положительный контроль (ДНК 
B. pseudomallei).
Fig. 2. Study of autopsy material from animals for the presence of B. 
thailandensis DNA by the PCR method. Sample (strain): 1 – i.l.n. (VS 
22512), 2 – m.l.n. (264), 3 – liver (VS 22512), 4 – i.l.n. (VS 22512), 5 – 
brain (VS 22512), 6 – m.l.n. (VS 22512), 7 – spleen (VS 22512), 8 – 
i.l.n. (264), 9  – spleen (264), 10  – i.l.n. (VS 22501), 11  – marker, 
12–14 – K+, 15 – K-, 16 – thymus (VS 22501), 17 – brain (VS 22501), 
18 – uterus (VS 22501), 19 – liver (264), 20 – spleen (VS 22501), 21 – 
liver (VS 22501), 22 – lung (VS 22501), 23 – thymus (VS 22501), 24 – 
liver (VS 22501), 25 – testicle (VS 22501), 26 – i.l.n. (VS 22501), 27 – 
thymus (VS 22501), 28 – testicle (VS 264), 29 – brain (VS 2.1), 30 – 
spleen (2.1). Abbreviations: i.l.n.  – inguinal lymph node, m.l.n.  – 
mesenteric lymph node, K- – negative control, K+ – positive control 
(B. pseudomallei DNA).
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ническую форму инфекции при сходной патоморфологиче-
ской картине. Полученные данные свидетельствуют о нали-
чии у B. thailandensis внутривидовой вариабельности виру-
лентных свойств, не коррелирующих с принадлежностью 
штаммов к определенному сиквенс-типу. Также показано, 
что наличие в геноме Bp-like CPS кластера генов биосинтеза 
капсульного полисахарида для штаммов B. thailandensis не 
является решающим фактором вирулентности и для выявле-
ния факторов, определяющих межштаммовые отличия в 
уровне вирулентности, необходимы исследования на моле-
кулярно-генетическом уровне, что является предметом 
наших дальнейших исследований.
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Таблица 3. Диссеминация исходных штаммов B. thailandensis у золотистых хомячков
Table 3. Dissemination of B. thailandensis parent strains in golden hamsters

Штамм / Strain Легкие / 
Lungs

Печень / 
Liver

Селезенка / 
Spleen

Тимус / 
Thymus

Лимфоузел 
брыжжеечный / 

Mesenteric lymph node

Головной 
мозг / 
Brain

Лимфоузел 
паховый / Inguinal 

lymph node

Половые органы 
(матка/семенники) / 

Genitals (uterus/testes)

7-е сутки

B.thailandensis 2.1 + + + +

B.thailandensis E264 +

B.thailandensis VS22501 + + + +

B.thailandensis VS22512 + + + + + + +

8–16-е сутки

B.thailandensis 2.1 + + + +

B.thailandensis E264 + + +

B.thailandensis VS22501 + + + + + + +

B.thailandensis VS22512 + + + + + + +

17–25-е сутки

B.thailandensis 2.1 + + + +

B.thailandensis E264 + +

B.thailandensis VS22501 + + + + + + + +

B.thailandensis VS22512 + + + + + +

Серым выделены результаты исследования павших животных. / Results of the study of dead animals are highlighted in grey.
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13. �Ulett GC, Currie BJ, Clair TW, Mayo M, Ketheesan N, Labrooy J, et al. Burkholderia 
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Ученые Йельского университета зафиксировали болезнь легионеров 
«на месте преступления»

Legionella pneumophila использует систему секреции Dot/Icm 
IV типа для транслокации эффекторных белков через бактериаль-
ную оболочку в клетки-хозяева, что в конечном итоге приводит к 
тяжелой болезни легионеров. В данной работе опредены in situ 
почти атомную структуру системы Dot/Icm в интактных бактериях. 
Идентифицированы два важных, но ранее загадочных белка, DotA 
и IcmX, которые образуют центральный протоканал внутри системы 
Dot/Icm в неактивном состоянии, предотвращая преждевременную 
секрецию эффекторов до установления тесного контакта с клет-
кой-хозяином. После активации система Dot/Icm претерпевает 
радикальную конформационную перестройку, формируя протяжен-
ный открытый трансоболочечный канал, способный осуществлять 
прямую транслокацию эффекторных белков из бактериальной 
цитоплазмы в клетки-хозяева. 

Система секреции Dot/Icm Legionella pneumophila относится к 
числу наиболее универсальных систем секреции IV типа (T4SS), способных транслоцировать более 330 различных эффек-
торных белков через бактериальную оболочку в клетки-хозяева. Для сборки и функционирования этой системы требуется 
не менее 27 белков Dot и Icm, однако ее архитектура и механизм активации остаются недостаточно изученными на молеку-
лярном уровне. В данной работе использовали in situ одночастичную криоэлектронную микроскопию для определения око-
лоатомных структур системы Dot/Icm и ее тесной связи с тремя различными поринами наружной мембраны интактных 
бактерий. Примечательно, что два важных, но загадочных компонента, DotA и IcmX, образуют пентамерный протоканал в 
неактивном состоянии на центральной оси системы Dot/Icm. При активации Dot/Icm лизатом хозяина этот протоканал пре-
терпевает обширные перестройки, формируя протяженный транскондуит, что визуализируется с помощью криоэлектронной 
томографии (крио-ЭТ) и усреднения субтомограмм. Более того, сочетание крио-ЭТ и крио-ФИБ измельчения макрофагов, 
инфицированных L. pneumophila, выявляет прикрепление Dot/Icm-машины к мембране хозяина, что предполагает прямую 
транслокацию эффекторных белков из бактериальной цитоплазмы в хозяина. В совокупности эти исследования идентифи-
цируют комплекс DotA–IcmX как посредника для транслокации эффектора и предоставляют молекулярную основу для пони-
мания сборки и активации сложного Dot/Icm T4SS.

Yue J, Heydari S, Park D, Chetrit D, Tachiyama S, Guo W, et al.
In situ structures of the Legionella Dot/Icm T4SS identify the DotA-IcmX complex as the gatekeeper for effector translocation. 

Proc Natl Acad Sci U S A. 2025 Sep 30;122(39):e2516300122. DOI: 10.1073/pnas.2516300122
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Многоуровневая взаимосвязь микробиома 
кишечника с коморбидным фоном у женщин 
в период менопаузы
Н.В.Богачева, М.Л.Смертина, Е.Е.Корнеева 

ФГБОУ ВО «Кировский государственный медицинский университет» Минздрава России, 
Киров, Российская Федерация

Нарушение гормонального фона у женщин в период менопаузы является причиной высокого уровня коморбидности. 
В обзорной статье рассмотрено влияние гормонального фона на различные процессы, происходящие в организме 
женщин в условиях дефицита эстрогенов. Эстрогены модулируют серотонинергический и адренергический тонус, 
влияя на физическое, эмоциональное, психическое состояние женщины в климактерическом периоде. В условиях 
дефицита эстрогенов использование с профилактической целью бифидобактерий позволяет решить проблему 
депрессивного или тревожного состояния женщины. Эстрогены способствуют сохранению массы мышц. Снижение 
тонуса мышц в постменопаузальном периоде на фоне гормонального дисбаланса приводит к нарушению эвакуатор-
ной функции кишечника, дисбиозу и развитию хронических заболеваний кишечника. Последнее, в свою очередь, 
способствует снижению количества Faecalibacterium spp. в кишечном содержимом и вызывает в период менопаузы 
развитие патологических процессов, связанных с дефицитом синтеза масляной кислоты. Недостаток этой кислоты 
приводит к нарушению гомеостаза в кишечном микробиоме и поддержанию коморбидного фона у женщины в мено-
паузальный период. Параллельно со снижением уровня Faecalibacterium spp. увеличивается количество Blautia spp. 
Повышение уровня Blautia spp. может коррелировать с уменьшением симптомов тревоги и депрессии. Научные иссле-
дования подтверждают влияние дисбактериоза кишечника на количественный и качественный состав микрофлоры 
урогенитального тракта. Облигатные анаэробы  – Fusobacterium, Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus и др., 
обитающие в основном в желудочно-кишечном тракте,  – рассматриваются как главные патогены и участники 
ко-инфицирования, вызывающие инфекционно-воспалительные процессы в репродуктивных органах женщин. 
Качественный и количественный состав микробиоты кишечника напрямую связан метаболическим синдромом, раз-
витием ожирения и диабета второго типа. 
В качественном и количественном составе нормофлоры кишечника у женщин в постменопаузе также наблюдаются 
изменения в виде снижения разнообразия и уменьшения количества Lactobacillus и представителей рода Bifidobacterium, 
что способствует риску развития воспалительных процессов в кишечнике, а также различным проявлениям метабо-
лического синдрома.
Ключевые слова: �микробиом кишечника, коморбидность, менопауза, дефицит эстрогенов, дисбиоз кишечника,  

метаболический синдром, депрессивное расстройство
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Multilevel relationship between gut microbiome 
and comorbid background in menopausal women

N.V.Bogacheva, M.L.Smertina, E.E.Korneeva

Kirov State Medical University, Ministry of Health of the Russian Federation, Kirov, Russia

Hormonal disruption in menopausal women is responsible for high levels of comorbidity. The review article examines the 
influence of hormonal background on various processes occurring in the body of women in conditions of estrogen deficiency. 
Estrogens modulate serotonergic and adrenergic tone, affecting the physical, emotional, mental state of a woman in the 
climacteric period. In conditions of estrogen deficiency, the use of bifidobacteria for preventive purposes can solve the problem 
of a woman’s depressive or anxious state. Estrogens help preserve muscle mass. A decrease in muscle tone in the 
postmenopausal period against the background of hormonal imbalance leads to a violation of the evacuation function of the 
intestine, which supports the state of dysbiosis and the development of chronic intestinal diseases. The presence of chronic 
intestinal diseases contributes to a decrease in the amount of Faecalibacterium in the intestinal content and causes the 
development of pathological processes associated with a deficiency in the synthesis of butyric acid during menopause. Lack of 
malic acid leads to impaired homeostasis in the intestinal microbiome and maintenance of a comorbid background in a woman 
in the menopausal period. In parallel with the decrease in Faecalibacterium, the number of Blauti is increasing. Increased levels 

Для корреспонденции:

Богачева Наталья Викторовна, доктор медицинских наук, доцент, 
профессор кафедры микробиологии и вирусологии 
Кировского государственного медицинского университета 

Адрес: 610027, Киров, ул. К.Маркса, 112

Статья поступила 12.02.2025, принята к печати 30.09.2025

For correspondence:

Natalia V. Bogacheva, MD, PhD, DSc, Associate Professor,  
Professor of the Department of Microbiology and Virology,  
Kirov State Medical University

Address: 112 K.Marks str., Kirov, 610027, Russian Federation

The article was received 12.02.2025, accepted for publication 30.09.2025



78

Н.В.Богачева и др. / Бактериология, 2025, т. 10, №3, с. 77–82

N.V.Bogacheva et al. / Bacteriology, 2025, volume 10, No 3, p. 77–82

О дной из значимых причин высокого уровня коморбид-
ности у женщин в период менопаузы являются нару-

шения гормонального фона – снижение уровня эстрогенов и 
повышение уровня фолликулостимулирующего гормона. 
Нарушению гормонального фона сопутствует увеличение 
частоты встречаемости сопутствующих заболеваний. Так, 
если в возрасте 18–44 лет коморбидные состояния встреча-
ются в 69% случаев, то в возрасте 45–64 лет – в 93%, а у лиц 
старше 65 лет – в 98%. Среди наиболее часто встречающих-
ся заболеваний следует выделить: артериальную гипертен-
зию (39,9%); избыточную массу тела (36,5%), ожирение I, II, 
III степени (26,8; 12,4; 6,9% соответственно); нарушение 
гликемии натощак (6,2%), нарушение толерантности к глю-
козе (6,9%); сахарный диабет 2-го типа (19,2%) [1, 2]. 

В настоящее время остается актуальным вопрос влияния 
гормонального фона женщины в период менопаузы на 
микробиом кишечника. Недостаточно изучен качественный 
и количественный его состав, не раскрыты пути взаимодей-
ствия микробиоценоза с гормональным фоном. Все выше-
сказанное является темой для анализа и систематизации. 

По имеющимся результатам исследований состав микро-
биома и гормоны в организме женщины имеют двусторон-
нюю регуляторную связь. В частности, показана взаимо- 
связь кишечной микробиоты с гормональным фоном жен-
щины в период менопаузы в зависимости от наличия или 
отсутствия у нее менопаузального синдрома. Показано, что 
в группе с менопаузальным синдромом превалируют виды 
Bifidobacterium adolescentis, Bifidobacterium longum, Bacteroi- 
des ovatus, Lactobacillus ruminis, Veillonella dispar, Eubacterium 
biforme, в то время как у женщин без менопаузального син-
дрома микробиом представлен Corynebacterium stationis, 
Bifidobacterium animalis, Bacteroides coprophilus, Clostridium 
celatum, Ruminococcus albus, Helicobacter rodentium, Aggre- 
gatibacter segnis, Acinetobacter guillouiae. При этом было 
выявлено, что эстрадиол положительно коррелирует с тремя 
наиболее часто встречающимися видами бактерий у здоро-
вых женщин в период менопаузы, такими как A. segnis, 
B. animalis, A. guillouiae (p < 0,05), в то время как фолликуло-
стимулирующий и лютеинизирующий гормоны отрицательно 
коррелируют с ними (p < 0,05) [3].

Количество эстрогена, по мнению Dothard et al., не только 
влияет на качественный и количественный состав микробио-
ма влагалища, но и приводит к уменьшению видового раз-
нообразия кишечного микробиома, потере его полового 
диморфизма [4].

Существует мнение, что микробиом кишечника влияет на 
метаболизм эстрогена. Механизм влияния можно предста-
вить следующим образом. Эстроген метаболизируется 
β-глюкуронидазой, выделяемой микроорганизмами. β-глюку- 
ронидаза преобразует эстроген из конъюгированной формы 
в деконъюгированную. Деконъюгированные и несвязанные 
(активные и свободные) эстрогены циркулируют в кровотоке 
и связываются с эстрогенными рецепторами α (ERα) и β 
(ERβ), расположенными во многих тканях организма челове-
ка [5]. 

Одним из вариантов стимуляции эстрогеновых рецепто-
ров является повышение синтеза трансформирующего фак-
тора роста-β, ингибирующего функции остеокластов и сни-
жающего образование лизосомальных ферментов, что в 
конечном итоге приводит к замедлению резорбции кости. В 
связи с этим уменьшение уровня эстрогенов приводит к раз-
витию наиболее часто встречающейся в период менопаузы 
патологии – остеопороза. По данным исследований, в пери-
од менопаузы частота переломов значительно выше у жен-
щин с пониженным содержанием Bacteroidetes, чем у жен-
щин без остеопороза. Влияние Bacteroidetes на развитие 
остеопороза можно объяснить их участием в синтезе вита-
мина K, который повышает минеральную плотность костной 
ткани [6–8]. 

Многочисленные исследования также показали взаимос-
вязь между составом микробиоты, синтезируемых ей метабо-
литов, развитием остеопороза и нарушением липидного 
спектра. У пациенток с постменопаузальным остеопорозом 
выявлены значительные изменения уровня содержания таких 
метаболитов, как левулиновая кислота, N-ацетилнейра-
миновая кислота и соответствующие им сигнальные пути, в 
частности метаболизм α-линоленовой кислоты и метаболизм 
селеносодержащих соединений [9]. В настоящее время реко-
мендуют определение уровней их содержания в сыворотке 
крови как предикторов формирования дополнительных стра-
тегий лечения климактерического синдрома и профилактики 
развития коморбидных состояний [10, 11].

Эстрогены модулируют серотонинергический и адренер-
гический тонус, влияя на физическое, эмоциональное, пси-
хическое состояние женщины в климактерическом периоде. 
Результатом гипоэстрогении является развитие ключевых 
вазомоторных менопаузальных симптомов, приводящих к 
формированию психоэмоциональных расстройств в виде 
лабильности настроения; депрессивного состояния; тревож-
ности; раздражительности; повышенной возбудимости; 

of Blautia may correlate with decreased symptoms of anxiety and depression. Scientific studies confirm the effect of intestinal 
dysbiosis on the quantitative and qualitative composition of the urogenital tract microflora. Obligate anaerobes – Fusobacterium, 
Bacteroides, Eubacterium, Peptostreptococcus, etc., which live mainly in the gastrointestinal tract, are considered as the main 
pathogens and participants in co-infection that cause infectious and inflammatory processes in the reproductive organs of 
women. The qualitative and quantitative composition of the gut microbiota is directly related to the metabolic syndrome, the 
development of obesity and type 2 diabetes.
In the qualitative and quantitative composition of the intestinal normoflora in postmenopausal women, changes are also 
observed in the form of a decrease in the diversity and decrease in the number of Lactobacillus and representatives of the genus 
Bifidobacterium, which contributes to the risk of developing inflammatory processes in the intestine, as well as various 
manifestations of meabolic syndrome.
Key words: �gut microbiome, comorbidity, menopause, estrogen deficiency, gut dysbiosis, metabolic syndrome, 

depressive disorder
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агрессии; панических атак. Умеренные проявления депрес-
сии выявляются примерно у 50% пациенток, которые обра-
щаются за медицинской помощью вследствие менопаузаль-
ных симптомов.

В настоящее время проводится большое количество 
исследований, раскрывающих многогранность влияния 
состава микробиоты кишечника на изменение психоэмоцио-
нального фона человека. Появился новый класс пробиоти-
ков  – психобиотики, многообещающей стала стратегия 
использования психобиотического лечения для улучшения 
качества жизни людей, страдающих нейродегенеративными 
заболеваниями и нарушениями развития [12].

Доказано профилактическое действие бифидобактерий 
против депрессивного или тревожного поведения. Данные 
из различных источников свидетельствуют о том, что как у 
здоровых людей, так и у пациентов с шизофренией, которые 
принимают пробиотические добавки, содержащие бифидо-
бактерии, отмечается положительный эффект воздействия 
на данную симптоматику. 

Подобные исследования о возможности изменения психо-
эмоционального фона путем коррекции микробиоты кишеч-
ника проводят и в отношении женщин в климактерическом 
периоде. В группе женщин, испытывающих менопаузальный 
синдром, с низкой частотой психических симптомов количе-
ство бифидобактерий было выше, чем у женщин с гипо- 
эстрогенией, имеющих состояние депрессии. Снижение 
количества таких представителей микробиоты кишечника, 
как Firmicutes и Roseburia spp., рассматривают как фактор 
воздействия на психоэмоциональное состояние женщин в 
данный период [13].

Эстрогены способствуют сохранению массы мышц благо-
даря широкой представленности в ней эстрогеновых рецеп-
торов, непосредственно вовлеченных в метаболические 
процессы и косвенно воздействующих на образование 
соматотропного гормона, инсулиноподобного фактора рос- 
та-1 и провоспалительных цитокинов, а также участвуют в 
механизмах нейромышечного контроля, что в условиях 
эстрогенного дефицита наряду с процессами старения 
может приводить к снижению массы и силы мышц. Снижение 
тонуса мышц приводит к нарушению эвакуаторной функции 
кишечника, что поддерживает состояние дисбиоза кишечни-
ка в постменопаузальный период. В период постменопаузы 
увеличивается количество женщин, страдающих хрониче-
скими запорами, целиакией, синдромом раздраженного 
кишечника и воспалительными заболеваниями кишечника 
(включая болезнь Крона и язвенный колит) и т.д.

Доказано, что наличие хронических заболеваний кишеч-
ника приводит к снижению количества Faecalibacterium в 
кишечном содержимом. Представители данного рода  из- 
вестны своей способностью вырабатывать масляную кисло-
ту. Масляная кислота действует на активность ядерного 
фактора NF-κB (каппа-би), играющего решающую роль в 
регуляции экспрессии множества генов, ответственных за 
пролиферацию, дифференцировку и апоптоз клеток, а 
также генов воспалительного и иммунного ответа, выступая 
перспективным фактором воздействия для профилактики и 
лечения онкологических процессов. Масляная кислота улуч-
шает чувствительность к инсулину и регулирует метаболизм 
глюкозы, что делает ее полезной для профилактики и лече-

ния метаболического синдрома и диабета 2-го типа. Она 
также оказывает нейропротекторное действие, способствуя 
улучшению когнитивных функций, сниженных в постменопа-
узальном периоде. Снижение уровня Faecalibacterium в 
период менопаузы приводит к развитию патологических 
процессов, связанных с дефицитом синтеза масляной кис-
лоты [14]. Кроме того, описаны способности Faecalibacterium 
prausnitzii синтезировать бутиратсалициловую кислоту. 
Бутират является важным энергетическим источником для 
колоноцитов и обладает противовоспалительным действи-
ем, подавляет активацию NF-κB, что снижает экспрессию 
провоспалительных цитокинов, таких как интерлейкин-6, 
интерлейкин-8 и фактор некроза опухоли-α, а также способ-
ствует дифференцировке регуляторных T-клеток (Treg), 
которые играют ключевую роль в поддержании иммунного 
гомеостаза. Салициловая кислота и другие производные 
салицилатов также обладают противовоспалительным дей-
ствием. Снижение уровня Faecalibacterium приводит к нару-
шению гомеостаза в кишечном микробиоме и способствует 
формированию коморбидного фона в период постменпаузы 
[15]. В настоящее время F. prausnitzii рассматривают как 
пробиотик нового поколения, прием которого способствует 
значительному увеличению количества Lactobacillus, Bifido- 
bacterium и Turicibacter [16]. 

В постменопаузальный период параллельно со снижени-
ем уровня Faecalibacterium увеличивается количество 
Blautia. Бактерия участвует в ферментации пищевых воло-
кон с образованием короткоцепочечных жирных кислот 
(КЦЖК), таких как ацетат, пропионат и бутират. Эти соеди-
нения играют ключевую роль в регуляции энергетического 
метаболизма, снижении воспаления и улучшении чувстви-
тельности к инсулину. Исследования показывают, что повы-
шенное содержание Blautia в микробиоме связано с умень-
шением риска ожирения и метаболического синдрома.

За счет продукции бутирата Blautia подавляет провоспа-
лительные цитокины, снижает системное воспаление и укре-
пляет кишечный барьер. Взаимодействуя с иммунными 
клетками кишечника, бактерия способствует развитию толе-
рантности к комменсальным бактериям и снижению аутоим-
мунных реакций [17].

Повышение уровня Blautia может коррелировать с умень-
шением симптомов тревоги и депрессии. За счет конкурен-
ции за ресурсы и продукции антимикробных веществ с 
патогенными бактериями, такими, например, как Clostridium 
difficile, бактерия способна выступать претендентом для 
использования в профилактике инфекций. Таким образом, 
Blautia можно также рассматривать в качестве пробиотика с 
множеством полезных эффектов, включая улучшение мета-
болического здоровья, снижение воспаления, укрепление 
кишечного барьера и модуляцией иммунной системы [18].

В исследовании Tap et al. показано влияние специфиче-
ских изменений кишечной микробиоты на тяжесть течения 
синдрома раздраженного кишечника, достаточно часто 
сопровождающего нарушение психоэмоционального фона у 
женщин в период менопаузы. Отмечена взаимосвязь между 
интенсивностью абдоминальной боли и низким микробным 
разнообразием, а также изменением соотношения Methano- 
bacteriales и Bacteroides в пользу последних при данной 
патологии [19, 20].



80

Н.В.Богачева и др. / Бактериология, 2025, т. 10, №3, с. 77–82

N.V.Bogacheva et al. / Bacteriology, 2025, volume 10, No 3, p. 77–82

Гипоэстрогения ведет к развитию генитоуринарного мено-
паузального сидрома (ГУМС). Анкетирование женщин в 
постменопаузе в возрасте >40 лет для выявления симпто-
мов ГУМС с гинекологическим осмотром для обнаружения 
объективных признаков или без него показало широкий раз-
брос частоты возникновения сухости влагалища, раздраже-
ния, зуда и диспареунии, которая колебалась от 13 до 87%.

Научные исследования подтверждают влияние дисбакте-
риоза кишечника на количественный и качественный состав 
микрофлоры урогенитального тракта. Увеличение условно-
патогенных микроорганизмов до 85% и снижение бифидо- и 
лактобактерий <70% в кишечнике ассоциированы с повы-
шением содержания условно-патогенных микроорганизмов 
в вагинальном биоптате у пациенток с инфекционно-воспа-
лительными заболеваниями органов малого таза. Такие 
облигатные анаэробы, как Fusobacterium, Bacteroides, Eubac- 
terium, Peptostreptococcus и прочие, обитающие в основном 
в желудочно-кишечном тракте, рассматриваются в настоя-
щее время как главные патогенны и участники 
ко-инфицирования, вызывающие инфекционно-воспали-
тельные процессы в репродуктивных органах женщин [21]. 

Качественный и количественный состав микроиоты 
кишечника напрямую связан с метаболическим синдромом. 
Микробиота у мужчин при сравнении с женщинами в пост-
менопаузальный период может отличаться в зависимости от 
индекса массы тела (ИМТ). Так, Haro et al. отметили, что 
численность представителей рода Bacteroides при ИМТ 
>33  кг/м2 ниже у мужчин, чем у женщин. При дальнейшем 
увеличении ИМТ количество представителей данного рода 
бактерий у мужчин уменьшалось, а у женщин оставалось 
неизменным. В образцах фекалий у мужчин по сравнению с 
женщинами было более высокое содержание Veillonella spp. 
(84,6% против 47,2%) и Methanobrevibacter spp. (84,6% про-
тив 47,2%) и более низкое  – Bilophila spp. По результатам 
исследования было выявлено, что 66 таксонов бактерий на 
уровне рода связаны с ИМТ и липидами в плазме крови [22].

Нарушению липидного обмена способствует все та же 
гипоэстргения. В постменопаузальный период повышается 
индекс атерогенности, снижается уровень липопротеинов 
высокой плотности, повышается синтез липопротеинов низ-
кой плотности и молекул адгезии сосудистых клеток, моле-
кул адгезии воспалительных клеток, что в совокупности 
ведет к прогрессированию атеросклеротических процессов. 
Высокая частота сердечно-сосудистых нарушений у женщин 
в период менопаузы обусловлена формирующимися изме-
нениями в свертывающей системе в сторону повышения 
прокоагуляционной и снижения антифибринолитической 
активности, а также нарушением антивоспалительных 
эффектов.

У женщин в постменопаузе с дислипидемией наблюдает-
ся снижение количества полезных бактерий, таких как 
Bifidobacterium и Lactobacillus, и увеличение числа потенци-
ально патогенных микроорганизмов, таких как Bacteroides и 
Proteobacteria. Использование препаратов, повышающих 
уровень эстрогенов, может оказывать положительное влия-
ние на кишечные бактерии и липидный обмен [6].

На липидный обмен влияют Bacteroides и Prevotella  – 
роды бактерий, способные ферментировать непереварен-
ные углеводы и производить КЦЖК, такие как ацетат, про-

пионат и бутират. КЦЖК оказывают значительное влияние 
на регуляцию энергетического баланса и липидного обмена. 
Исследование, опубликованное в журнале Nature Reviews 
Endocrinology в 2016 г., показывает, что КЦЖК могут активи-
ровать рецепторы GPR41 и GPR43, которые регулируют экс-
прессию генов, связанных с липидным обменом [23].

Akkermansia muciniphila – вид бактерий, который связан с 
улучшением чувствительности к инсулину и снижением ожи-
рения за счет модуляции липидного обмена. Из данных, 
опубликованных Depommier et al., следует, что A. muciniphila 
может уменьшать количество триглицеридов в печени и 
улучшать профиль липидов в крови [24].

Среди представителей архей на липидный обмен влияет 
Methanobrevibacter smithii. Это метаногенный архей, который 
взаимодействует с бактериями для утилизации продуктов 
ферментации, может повышать эффективность энергетиче-
ской экстракции из пищи. Исследование, опубликованное в 
журнале Gut Microbes в 2018 г., показывает, что увеличение 
численности M. smithii может быть связано с повышенной 
массой тела и изменениями в липидном обмене [25].

Некоторые виды грибов, такие как Candida albicans, могут 
также оказывать влияние на липидный обмен через воспа-
лительные процессы и изменение иммунного ответа. Грибы 
могут способствовать развитию системного воспаления, 
которое, в свою очередь, может нарушать регуляцию липид-
ного обмена.

У женщин с ожирением и дислипидемией в постменопау-
зе часто наблюдается повышенное соотношение Firmicutes/
Bacteroidetes, что связано с усилением воспаления и риском 
метаболических нарушений. Повышение соотношения 
между данными микроорганизмами в кишечном микробио-
ме у женщин в постменопаузальный период приводит к 
повышению уровня свободно циркулирующих эстрогенов и 
увеличению связывание с ERa и ERβ, вызывая такие забо-
левания, как рак эндометрия, рак молочной железы, эндоме-
триоз и др. Определение количества этих бактерий в фека-
лиях женщин рассматривают как диагностический и тера-
певтический маркер лечения и профилактики вышеперечис-
ленных заболеваний [26].

Если говорит о качественном и количественном составе 
нормофлоры кишечника, то у женщин в постменопаузе 
наблюдается снижение разнообразия и уменьшается коли-
чество Lactobacillus и представителей рода Bifidobacterium 
по сравнению с женщинами репродуктивного возраста. 
Снижение численности Lactobacillus spp. может увеличивать 
риск развития грибковых инфекций, таких как кандидоз. 
Некоторые виды Bifidobacterium, такие как B. longum и 
B. breve, могут замещаться другими видами, менее эффек-
тивными в поддержании здоровья кишечника. Снижение 
численности и разнообразия Lactobacillus и Bifidobacterium 
может также способствовать повышению риска развития 
воспалительных процессов в кишечнике и метаболических 
заболеваний, таких как ожирение и диабет 2-го типа [27].

Таким образом, вышеописанные патогенетические меха-
низмы объясняют многоуровневую взаимосвязь микробиоты 
кишечника женщины с гормональным и нарастающим с воз-
растом коморбидным фоном. Анализ особенностей микро-
биоты кишечника женщины, определение ее количественных 
и качественных характеристик могут выступать моделью 
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оценки благополучия коморбидного фона женщины и преди-
ктором, определяющим направления профилактических и 
лечебных мероприятий у женщин с отягощенным анамнезом.
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Микробиом кожи и его клиническое значение
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Микробиом кожи человека разнообразен и зависит от множества факторов, таких как пол, возраст, этническая при-
надлежность и географическое положение. Различные области кожи преимущественно колонизированы микроорга-
низмами, наиболее адаптированными к конкретным микросредам в зависимости от температуры, выработки кожного 
сала и уровня потоотделения. Сухие участки кожи наиболее благоприятны для представителей рода Aspergillus, 
Flavonacterium, Proteus и Xanthobacter, в то время как на влажных большее распространение получили Staphylococcus, 
Corynebacterium и β-Proteobacteria. Исследование микробного состава кожи способно значительно улучшить качество 
оказываемой хирургической помощи, а также снизить количество послеоперационных осложнений инфекционного 
генеза. Понимание механизмов, лежащих в основе данных нарушений, влияющих на микробиом, и взаимодействия 
между микробиомом кожи и инфекционными агентами потенциально позволит использовать новые стратегии про-
филактики лечения заболеваний.
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The human skin microbiome is diverse and depends on many factors such as gender, age, ethnicity and geographical location. 
Different areas of the skin are predominantly colonised by microorganisms that are best adapted to specific microenvironmental 
conditions, depending on temperature, sebum production and sweating. Dry skin areas are most favourable for Aspergillus, 
Flavonacterium, Proteus and Xanthobacter, while Staphylococcus, Corynebacterium and β-Proteobacteria are more prevalent 
in moist areas. The study of the microbial composition of the skin can significantly improve the quality of surgical care and 
reduce the number of postoperative complications of infectious genesis. Understanding the mechanisms underlying these 
disorders affecting the microbiome and the interactions between the skin microbiome and infectious agents will potentially 
enable new strategies to prevent disease management.
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К ожа является самым крупным органом человеческого 
тела. Она отделяет внутреннюю среду организма от 

внешней и представляет собой первую линию защиты от 
экзогенных патогенов, вследствие чего обладает повышен-
ным риском инфицирования и повреждения. Одной из глав-
ных функций кожи является барьерная, обеспечиваемая как 
за счет ее собственных клеток, так и за счет микроорганиз-
мов, обитающих на ее поверхности [1]. Данные микроорга-
низмы представляют собой динамическую экосистему 
(микробиом), включающую различные виды бактерий, гри-

бов, вирусов. С практической точки зрения наибольший 
интерес представляют резидентные (постоянные) микроор-
ганизмы, формирующие относительно фиксированные 
колонии, способные к самостоятельному восстановлению 
популяции при различных структурных повреждениях кожи. 
Считается, что данная группа представлена приносящими 
организму пользу комменсалами, которые принимают актив-
ное участие в поддержании барьерной функции кожи, а 
также в основных физиологических процессах, происходя-
щих на ее поверхности [2–4].
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Тема микробиома кожи не теряет своей актуальности на 
протяжении последних десятилетий, и с каждым годом инте-
рес медицинского сообщества к более детальному изучению 
кожной микрофлоры и микробиоты только возрастает. В 
последующих разделах будут представлены последние све-
дения о микробиоме передней брюшной стенки, включая его 
состав и структуру в норме и при некоторых наиболее рас-
пространенных патологических состояниях, а также меха-
низмы взаимодействия входящих в его состав микроорга-
низмов между собой и с организмом в целом.

Целью настоящего исследования является анализ дан-
ных о составе микробиома кожи, его роли в норме и при 
патологии, а также о клиническом значении в практике.

Материалы и методы

В ходе настоящего исследования был проведен анализ 
актуальных литературных источников на тему состава и 
роли микробиома передней брюшной стенки в норме и при 
патологии. Базой для поиска информации послужили 
MedLine (PubMed), Научная электронная библиотека, инте-
грированная с Российским индексом научного цитирования 
eLIBRARY, а также Scopus и Web of Science.

Результаты исследования и их обсуждение

Комменсальные микроорганизмы находятся в симбиоти-
ческих отношениях с организмом хозяина. Данное взаимо-
действие способствует стабильности микробиома и целост-
ности кожи. Понимание и поддержание хрупкого баланса 
между кожей и микробиомом являются важными шагами 
для познания механизмов, непосредственно отвечающих за 
поддержание здорового кожного покрова [5, 6].

Резидентные микроорганизмы обеспечивают первую 
линию защиты от вторжения патогенов. Staphylococcus 
epidermidis и некоторые другие бактерии способны напря-
мую взаимодействовать с кератиноцитами, вызывая выра-
ботку антимикробных пептидов через сигнализацию иммун-
ных клеток [7–9]. Выделяемые β-дефензины проявляют 
бактерицидные свойства в отношении Staphylococcus aureus 
и Escherichia coli [10]. S. epidermidis также выделяет протеа-
зу, ускоряет процесс заживления ран за счет своего проти-
вовоспалительного действия и обладает противоопухолевой 
активностью [11, 12]. Остальные коагулазоотрицательные 
стафилококки также производят бактериоцины, ограничива-
ющие выживание патогенных бактерий на поверхности 
кожи, и соединения, обладающие иммуномодулирующим и 
противовоспалительным действием [13]. 

S. aureus в коже может преобразовывать гистидин в ами-
нокислоту, которая в дальнейшем превращается в транс-
урокаиновую кислоту, тем самым обеспечивая защиту кожи 
от ультрафиолетового излучения. Представители рода 
Corynebacterium способны изменять липидный состав на 
поверхности кожи и обеспечивать толстый барьер кожного 
сала [7]. Lactobacillus spp. предотвращают колонизацию 
патогенов и производят противовоспалительные вторичные 
метаболиты [9]. Параллельно хозяин обеспечивает микро-
организмы питательными веществами, тем самым форми-
руя и поддерживая постоянный состав микробиома [5]. 

Основные виды резидентных микроорганизмов
Абсолютное большинство симбиотных бактерий здоровой 

кожи у людей относится к одному из четырех типов [14, 15]:
Actinobacteria (51,8%): роды Corynebacterium, Propioni- 

bacterium, Micrococcus, Actinobcterium, Brevibacterium;
Firmicutes (24,4%): роды Staphylococcus, Streptococcus, 

Finegoldia;
Proteobacteria (16,5%): роды Paracoccus, Haematobacter;
Bacteroidetes (6,3%): роды Prevotella, Porphyromonas, 

Chryseobacterium.
Помимо этого, до 4% занимают археи, среди наиболее 

распространенных родов которых можно выделить 
Thaumarchaeota и Euryarchaeota [14].

Макроскопически на коже можно обнаружить множество 
различных карманов, инвагинаций и ниш, каждая из кото-
рых обладает уникальной микросредой: отличается липид-
ным и пептидным составами, а также показателями pH и 
температуры. Например, усредненные значения температу-
ры и pH в околопупочной области составляют 33,3°C и 
5,35–5,55, а в паховой – 36,1°C и 6,22 соответственно. При 
этом показатели pH довольно сильно варьируют в зависимо-
сти от половой принадлежности и состояния здоровья чело-
века [16, 17].

Микробное сообщество кожи человека разнообразно и 
зависит от множества факторов, таких как пол, возраст, 
этническая принадлежность и географическое положение. 
Различные области кожи населяются разными микроорга-
низмами, адаптирующимися к конкретным микросредам в 
зависимости от температуры, выработки кожного сала и 
уровня потоотделения на занятой ими нише [18, 19]. 

По физиологическим свойствам участки кожи можно раз-
делить на три основные группы: сухие, влажные и сальные 
[20]. Вместе с этим B.Dréno выделяет еще одну группу: в нее 
входят дерма, волосяные фолликулы, сальные и потовые 
железы [17]. Особенности каждого из упомянутых участков 
создают отличные друг от друга по уровню выделяемых 
липидов и влаги условия, способствующие распростране-
нию различных видов микроорганизмов [21]. Сухие участки 
кожи наиболее благоприятны для представителей рода 
Aspergillus, Flavonacterium, Proteus и Xanthobacter, в то время 
как на влажных участках кожи большее распространение 
получили Staphylococcus, Corynebacterium и β-Proteobacteria 
[22, 23]. Кожа передней брюшной стенки преимущественно 
представлена сухими участками, исключение составляют ее 
нижняя часть и пупочная область, где влажность сравни-
тельно выше [24].

Умбиликальная область имеет важное клиническое зна-
чение в абдоминальной хирургии, так как является наиболее 
распространенным местом доступа в брюшную полость, при 
этом данная область обладает повышенной влажностью, что 
способствует бактериальной колонизации [25]. Вместе с тем 
большинство послеоперационных инфекционных осложне-
ний вызваны внутрибрюшным инфицированием, а не микро-
флорой кожи [26]. Микробиом пупочной области в норме 
представлен родами Staphylococcus, Corynebacterium и 
типом Proteobacteria, при этом могут выделяться транзитор-
ные микроорганизмы, например бактерии рода Enterococcus 
[27]. Однако в отдельных случаях, при пренебрежении пра-
вилами личной гигиены, микробиом претерпевает значи-
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тельные изменения: представители резидентной флоры 
уменьшаются в количестве или полностью исчезают, появ-
ляются бактерии из группы анаэробов, такие как Mobiluncus, 
Arcanobacterium и Peptoniphilus, что говорит о необходимо-
сти уделения особого внимания гигиеническим манипуляци-
ям при подготовке больного к оперативному вмешательству. 
Исследование J.Kleeff et al. продемонстрировало, что анти-
септическая подготовка кожи не способна полностью изба-
вить от микрофлоры пупочной области 24,7% пациентов 
[28].

Нижняя часть передней брюшной стенки также является 
одним из распространенных мест доступа при операциях на 
брюшной полости, малом тазу, а также тазобедренном 
суставе, при этом микробиологический анализ показывает 
наличие как аэробной, так и анаэробной флоры. Наибольшую 
долю при этом занимают представители родов Staphylococcus, 
Corynebacterium и Cutibacterium. Также могут быть выявлены 
представители типов Pseudomonadota, Bacillota, Bacteroidota 
и Actinomycetota. P.M.Anderson et al. провели исследование, 
направленное на изучение изменений микробиома у людей 
с ожирением, по результатам которого было выявлено уве-
личение распространенности бактерий порядка Enterobacte- 
rales, в частности E. coli, Proteus mirabilis, Klebsiella pneumo- 
niae и Enterobacter cloacae [29]. Данные результаты могут 
быть объяснены близостью к урогенитальной области, а 
также, возможно, снижением эффективности местных гиги-
енических процедур у больных за счет нависания брюшного 
фартука, что также создает анаэробные условия с повышен-
ной влажностью, наиболее благоприятные для персистен-
ции соответствующей флоры, способной привести к разви-
тию инфекционных осложнений. В статье D.B.Buchalter et al. 
было отмечено увеличение частоты инфекций области 
хирургического вмешательства, вызванных грамотрица-
тельными микроорганизмами, у больных после эндопроте-
зирования тазобедренного сустава через прямой передний 
доступ, что связано с особенностями микробиома паховой 
области [30].

В то время как поверхностные слои кожи демонстрируют 
большое видовое разнообразие, в более глубоких слоях 
отмечается значительное содержание представителей 
классов Clostridiales и Bacteroidetes. Подобные отличия 
хорошо заметны при использовании различных методов 
забора биологического материала – мазки тампоном помо-
гают оценить состав поверхностных слоев, а биопсия  – 
более глубоких [31].

Половые и этнические особенности микробиома
Различия видового состава мужского и женского микро-

биома развиваются за счет наличия характерных особенно-
стей кожи у людей разного пола: толщины кожи, количества 
волос, потовых и сальных желез. Микробиом женской кожи 
характеризуется большим разнообразием видов, чем у муж-
чин [32]. Предположительно, данное разнообразие могло 
быть обеспечено благодаря меньшей толщине кожи, более 
низкому показателю рН и менее интенсивному потоотделе-
нию [33]. Половые гормоны, которые влияют на функциони-
рование иммунных клеток, также имеют решающее значе-
ние [8]. J-H.Jo et al. предположили, что пол может оказать 
повышенное влияние на структуру микробиома в период 

полового созревания [34]. В своем исследовании M.H.Y.Leung 
et al. показали, что для мужчин характерно обилие 
Cutibacterium и Staphylococcus, в то время как Streptococcus 
был более распространен среди женщин [35]. В то же время 
при изучении распределения грибов Malassezia A.Prohic et 
al. не выявили значимого влияния пола. При этом было отме-
чено существенное влияние на состав и разнообразие 
архейного сообщества [36]. J.Oh et al. при исследовании 
мужчин и женщин в возрасте от 2 до 40 лет, независимо от 
их возраста, на основании мазков с сухих участков кожи 
также не выявляли существенных различий, связанных с 
полом [37]. Изучая участки кожи с повышенной влажностью, 
C.Callewaert et al. выделили две основные группы в зависи-
мости от преимущественной колонизации за счет Staphylo- 
coccus или Corynebacterium [38]: у женщин преимуществен-
но определялись представители рода Staphylococcus, в то 
время как у мужчин чаще определялись Corynebacterium. 
Подобное распределение может быть связано с более высо-
кой чувствительностью Corynebacterium к противомикроб-
ным агентам, персистирующим на коже человека, и, в осо-
бенности, к низким значениям pH (по сравнению с Staphylo- 
coccus spp.). В то же время M.Li et al. отметили большее 
количество Corynebacterium spp. у мужчин, что менее харак-
терно для женщин [39].

Среди генетических факторов, формирующих микробиом 
кожи, этническая принадлежность является вторичной, она 
способствует изменению микробиома кожи и достаточно 
сильно связана с образом жизни, прежде всего с гигиениче-
скими привычками [40].

Возрастные изменения микробиома
Несмотря на то, что микробиом кожи человека является 

относительно стабильным с течением времени, старение – 
один из основных факторов, влияющих на изменение его 
состава. Взаимосвязь между данными процессами пред-
ставляет особый интерес [41]. Исследования, приведенные в 
статье Z.Li et al., подтвердили различия между составами 
кожного микробиома у молодых и пожилых людей [42].

В коже пожилых людей отмечается уменьшение размеров 
мелких сосудов, сальных и потовых желез, а также сниже-
ние запасов питательных веществ. Значительно снижается 
барьерная функция, понижается резистентность к патоге-
нам внешней среды, а также способность сохранять общую 
целостность кожных покровов и поддерживать гомеостаз в 
системе человек–микробиом [43]. При этом показатель pH 
имеет тенденцию к повышению, сдвигая среду кожи к более 
щелочным значениям, что создает более благоприятные 
условия для патогенных микроорганизмов [44]. Кожа стано-
вится более сухой за счет снижения потоотделения и сало- 
образования, что затрудняет удаление патогенной флоры с 
ее поверхности и защиту от ее воздействия [45]. Подобные 
изменения приводят к сокращению численности резидент-
ных микроорганизмов, например типа Firmicutes, что, в свою 
очередь, влияет на регуляцию иммунных функций и сниже-
ние биосинтеза и метаболизма необходимых веществ: повы-
шается восприимчивость к инфекциям, снижается актив-
ность антимикробных пептидов. Помимо этого, сокращают-
ся популяции Staphylococcus, Cutibacterium и Acinetobacter 
[46], но увеличивается число Corynebacterium, Proteobacteria 
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и Streptococcus, что также может негативно влиять на состо-
яние кожи возрастных людей [42].

Изменения микробиома в патологии
В некоторых случаях нарушения симбиотического состоя-

ния и соотношения бактериальных фракций микробиома 
могут привести к развитию заболеваний. Чрезмерное 
использование антибиотиков и нездоровое питание пред-
ставляют серьезную опасность для состава микробиома, 
при этом дисбаланс в микробном сообществе может вызвать 
патологические состояния [47, 48]. Многие распространен-
ные патологические состояния, включая хронические ране-
вые процессы, инфекции кожи и мягких тканей, а также 
дерматологические заболевания, связаны с изменениями в 
микробиоме и называются дисбактериозами [49]. 

Понимание механизмов, лежащих в основе данных нару-
шений, влияющих на микробиом, и взаимодействия между 
микробиомом кожи и инфекционными агентами потенциаль-
но позволит использовать новые стратегии лечения заболе-
ваний [47].

Изменения микробиома при заживлении ран
Как было описано выше, комменсальные организмы кожи 

находятся в постоянном взаимодействии с иммунной систе-
мой и, таким образом, участвуют в заживлении ран. C.Leonel 
et al. обобщили современные знания по данной проблеме, 
которые представляются несколько противоречивыми [50]. В 
одних исследованиях отмечается, что отсутствие коммен-
сальных микроорганизмов на коже положительно влияет на 
закрытие раны во время заживления [51], в другом  – при-
сутствие S. epidermidis было отмечено как положительный 
фактор, связанный с нетрадиционными механизмами вос-
становления, характерными для комменсальных бактерий, 
через привлечение регуляторных CD8 T-лимфоцитов и Toll-
подобных рецепторов [52]. S. epidermidis активирует Toll-
подобные рецепторы 2 для усиления реакции кератиноцитов 
на патогены и выделения антимикробных пептидов, а также 
ингибирует Toll-подобные рецепторы 3, активирующие вос-
паление, за счет чего помогает ускорить процесс заживле-
ния ран [7]. Таким образом, можно сделать вывод о благо-
приятном влиянии микробиома кожи и негативном эффекте 
дисбактериоза на процесс заживления ран. Однако, учиты-
вая расхождения во мнениях, необходимо дальнейшее про-
ведение исследований для более точного определения роли 
микробиома [32].

�Изменения микробиома при инсулинорезистентности 
и хроническом раневом процессе
Этиология и патогенез инсулинорезистентности тесно 

связаны с микробиомом человека. Пациенты с нарушением 
баланса между инсулином и глюкозой демонстрируют сме-
щенный состав микробиома в кишечнике, коже и других 
участках тела, отражающий дисбактериоз, характеризую-
щийся измененным микробным альфа-разнообразием, сни-
жением стабильности состава и большей изменчивостью. 
Нарушение структуры слизистой оболочки и кожного барье-
ра кожи часто связано с инсулинорезистентностью, что 
дополнительно способно усугубить уже нарушенное соотно-
шение резидентных микроорганизмов [14, 53]. 

Микробиота кожи, особенно специфические патогены, 
способствует инфекции хронических ран. Часто этот про-
цесс связан с S. aureus, обладающей генами устойчивости к 
антибиотикам, и, как следствие, может привести к тяжелой 
инфекции кожи и мягких тканей. Штаммы S. aureus способ-
ны снижать барьерную функцию кожи и активировать пато-
логические иммунные реакции как на ее поверхности, так и 
в организме в целом [5, 53]. Вместе с этим Roseomonas 
mucosa продемонстрировал способность к подавлению 
роста S. aureus как в экспериментальной модели, так и непо-
средственно на коже человека, способствуя выработке 
интерлейкина-6, показывая возможность восстановления 
новых штаммов в микробиоме кожи и использования их для 
улучшения дерматологических заболеваний [54].

S. aureus и P. aeruginosa наиболее часто выделяют из 
хронических ран. Ко-инфекция S. aureus и P. aeruginosa 
является наиболее опасной в сравнении с одиночными 
инфекциями, при этом численность Staphylococcus и анаэ-
робных бактерий отрицательно коррелирует с глубиной 
раны: наблюдается положительная корреляция между удли-
нением раны, микробным разнообразием и численностью 
P. aeruginosa и отрицательная – с численностью S. aureus. 
Иначе говоря, S. aureus, как правило, ассоциируется с 
острыми поверхностными язвами, а P. aeruginosa и другие 
анаэробные бактерии обычно выявляются при глубоких хро-
нических язвах. Кроме того, упомянутые микроорганизмы 
способны препятствовать заживлению значительных хрони-
ческих язв в фазе воспаления. Они экспрессируют поверх-
ностные белки и факторы вирулентности, ингибируя и 
замедляя процесс заживления ран [10, 55, 56]. 

�Инфекция области хирургического вмешательства 
и микробиом
Резидентная флора области хирургического вмешатель-

ства является наиболее распространенным фактором, 
вызывающим инфекционные осложнения в послеопераци-
онном периоде [57], однако это оспаривается J.Kleeff et al., 
которые утверждают, что микробиом кожи значительно 
реже вызывает развитие послеоперационных инфекций, и 
считают главной их причиной эндогенное загрязнение [28]. В 
целом наиболее часто ответственными за развитие инфек-
ций области хирургического вмешательства являются: 
S. aureus, Enterococcus, P. aeruginosa, E. coli, Streptococcus, 
Enterobacter, Proteus sp., K. pneumoniae и Serratia sp. [28, 57]. 
В частности, S. aureus представляет особую опасность, так 
как демонстрирует относительную устойчивость к антими-
кробным пептидам, синтезируемым эпителиоцитами и фаго-
цитами. При этом повышение показателя pH до 6–7, нега-
тивно влияющее на большую часть представителей кожной 
флоры, создает более благоприятную среду для этой бакте-
рии, а также для Streptococcus pyogenes [16, 58].

В работе L.Prieto-Borja et al. рассмотрена проблематика 
инфекционных осложнений в области установки дренажных 
систем у пациентов, перенесших оперативные вмешатель-
ства на брюшной полости. Одним из главных факторов 
риска развития данных осложнений является продолжитель-
ность использования дренажной системы, при этом наблю-
дается взаимосвязь между развитием инфекции и использо-
ванием дренажа в течение 3 и более дней. При микробио-
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логическом исследовании наиболее часто выделялись груп-
пы возбудителей Enterobacteriae (Enterobacter aerogenes, 
E.  cloacae, E. coli, K. pneumoniae, Morganella morganii), 
P.  aeruginosa, а также представители родов Candida и 
Enterococcus. Коагулазоотрицательные стафилококки, 
несмотря на то что были наиболее распространенной изо-
лированной группой бактерий, не были связаны с развитием 
инфекционных осложнений [59].

Варианты снижения микробной нагрузки на область 
хирургического вмешательства стали одними из основных 
направлений профилактики. Регулярное использование 
системных антибиотиков, направленных против данных 
микроорганизмов, было эффективным в снижении частоты 
послеоперационных осложнений [32, 57].

Взаимосвязь кожного и кишечного микробиомов 
Дополнительно следует выделить связь между микробио-

мами кожи и кишечника, при этом некоторые исследователи 
предлагают рассматривать их как единую систему [60]. 
Кожный и кишечный барьеры, действительно, во многом 
похожи: они имеют схожее строение и постоянно контактиру-
ют с внешней средой [61]. Высокая скорость клеточного 
обновления эпителиальных тканей кожи и кишечника снижа-
ет адгезию транзиторной флоры и риск развития инфекци-
онных процессов [5]. Микробиом кишечника влияет на кожу 
и другие системы органов. Подобная связь обеспечивается 
за счет иммунной системы и необходима для поддержания 
гомеостаза и регуляции местных иммуннологических реак-
ций [61–63]. Среди возможных механизмов данного влияния 
можно выделить регуляцию внекишечных T-клеток, разви-
тие пероральной иммунной толерантности через регулятор-
ные T-клетки, синтез короткоцепочечных жирных кислот, а 
также регуляцию иммунных и воспалительных реакций. 
Кишечный микробиом и его метаболиты индуцируют иммун-
нокомпетентные клетки и цитокины, которые с кровью и 
лимфой попадают в системный кровоток и распространяют-
ся по всему организму [64].

Существует двунаправленная связь между дисбактерио-
зом кишечника и кожи. Многие исследования подтвержда-
ют, что дисбаланс кишечного микробиома тесно связан с 
измененным иммунным ответом и способен приводить к 
различным заболеваниям кожи [7, 8], в свою очередь, мно-
гие воспалительные заболевания кожи могут приводить к 
изменениям микробиома кишечника [5]. D.Yan et al., а также 
X.Zhang et al. выявили существенные отличия в составе 
микробной флоры кишечника у здоровых людей и больных 
псориазом, у последних было изменено соотношение попу-
ляций Firmicutes и Bacteroidetes [65, 66].

Заключение 

Исследования показывают, что кожа тесно связана с 
заселяющим ее микробиомом и микробное сообщество, 
персистирующее на ее поверхности, обладает большим 
потенциалом влияния на здоровье человека. Особый инте-
рес кожный микробиом представляет в хирургической прак-
тике, так как в случае оперативного лечения неизбежным 
является нарушение целостности кожного покрова и, как 
следствие, повреждение внутрисистемного гомеостаза. 

Более детальное исследование колонизирующих кожу 
микроорганизмов может способствовать более эффектив-
ной диагностике и выявлению взаимосвязей между состоя-
нием микробиома и патогенезом инфекционных осложне-
ний области хирургического вмешательства, а также раз-
работке более эффективных методов их профилактики и 
лечения.
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механизмов антибиотикорезистентности 
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Бактерии Klebsiella pneumoniae являются одним из основных возбудителей инфекций, связанных с оказанием меди-
цинской помощи. Клиническая значимость клебсиелл усугубляется тенденцией распространения антибиотикоустойчи-
вости ко всем классам потенциально активных препаратов, в т.ч. карбапенемам. Кроме того, распространяются 
штаммы, характеризующиеся не только множественной лекарственной устойчивостью, но и гипервирулентностью, что 
представляет особую проблему для здравоохранения. Несмотря на значительные достижения в изучении резистент-
ности и вирулентности K. pneumoniae, транскриптомные исследования представляют собой перспективное направле-
ние.
Настоящий обзор посвящен описанию генезиса и распространения конвергентных линий K. pneumoniae, характери-
стике их резистомов и вируломов и изучению изменения экспрессии детерминант антибиотикорезистентности и виру-
лентности методами транскриптомики.
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Klebsiella pneumoniae is one of the main causative agents of infections associated with medical care. The clinical significance 
of Klebsiella is reinforced by the trend of spreading antibiotic resistance to all classes of potentially active drugs, including 
carbapenems. In addition, K. pneumoniae strains characterized not only by multidrug resistance, but also by hypervirulence are 
spreading, which is a particular problem for public health. Despite significant advances in the study of resistance and virulence 
of K. pneumoniae, transcriptomic research is a promising area.
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K lebsiella pneumoniae – патоген человека, а инфекции, 
вызванные антибиотикорезистентными штаммами 

клебсиелл, сопровождаются высокой смертностью пациен-
тов [1].

Гипервирулентность и устойчивость к антибиотикам – два 
основных направления эволюции K. pneumoniae. К классиче-
ской эволюционной линии клебсиелл (cKp) принадлежат 
K. pneumoniae, вызывающие инфекции в основном в боль-
ницах и учреждениях длительного ухода и обладающие ярко 
выраженной способностью приобретать множественные 
генетические детерминанты антибиотикорезистентности [2]. 
С 1980-х гг. все большую клиническую значимость приоб-
ретают K. pneumoniae гипервирулентного варианта (hvKp), 
способные поражать здоровых людей [2]. Долгое время мно-
жественная лекарственная устойчивость (МЛУ) и гипервиру-
лентность считались двумя непересекающимися фенотипа-
ми, поскольку штаммы cKp гораздо менее вирулентны, а 
штаммы hvKp обычно чувствительны к антибиотикам. 
Однако в последние десятилетия наблюдается распростра-
нение штаммов, принадлежащих к конвергентной эволюци-
онной линии. Гибридные штаммы MDR-hvKp (гипервиру-
лентные K. pneumoniae, обладающие МЛУ) объединяют 
патогенетический потенциал гипервирулентных hvKp и 
высокий уровень лекарственной устойчивости штаммов 
cKp, что является результатом множественных механизмов, 
включающих в себя горизонтальный перенос плазмид с 
генетическими детерминантами антибиотикорезистентности 
и/или гипервирулентности между штаммами. Пациенты, 
инфицированные MDR-hvKp, часто имеют риск увеличения 
сроков госпитализации, терапевтической неэффективности, 
неблагоприятного исхода заболевания [3]. Все это ставит 
вопрос о подходах к терапии инфекций, вызванных 
K.  pneumoniae, так как распространение гибридных штам-
мов приводит к повышению заболеваемости и смертности и 
ограничивает терапевтический потенциал клиницистов [3].

Для поиска новых мишеней, которые могут быть исполь-
зованы при разработке современных подходов к терапии 
инфекций, вызванных гибридными штаммами K. pneumoniae, 
необходимо изучить молекулярные механизмы противодей-
ствия клеток и популяций патогена в ответ на воздействие 
используемых в клинической практике лекарственных пре-
паратов. Одним из перспективных направлений является 
изучение транскрипционного ответа бактериальных клеток 
на присутствие в окружающей среде антибиотиков, а также 
выявление возможной роли малых некодирующих РНК 
(мнРНК) в регуляции ответа на стрессовые воздействия [4]. 

Настоящий обзор посвящен описанию генезиса и распро-
странения конвергентных линий K. pneumoniae, характери-
стике их резистомов и вируломов и изучению изменения 
экспрессии детерминант антибиотикорезистентности и виру-
лентности методами транскриптомики.

�Современные эволюционные линии 
Klebsiella pneumoniae
В настоящее время в разных регионах мира фиксируются 

клебсиеллезные инфекции, вызванные как cKp-, так и hvKp-
штаммами [5, 6]. Штаммы из группы cKp характеризуются 
невысоким уровнем вирулентности, кластеризуются в сотни 
различных сиквенс-типов (ST) и капсульных типов [7]. 

Распространение карбапенем-устойчивых K. pneumoniae 
(CR-Kp) представляет собой угрозу для здравоохранения во 
всем мире из-за высокого уровня смертности от вызывае-
мых ими инфекций. Например, на долю CR-Kp приходится 
>90 тыс. инфекций и >7 тыс. смертей в год в Европе [1]. 
Высокая смертность, связанная с CR-Kp, объясняется повы-
шенной выживаемостью этих патогенов в макроорганизме 
во время лечения антибиотиками, что приводит к цитокино-
вому шторму и последующей смерти [8].

Для штаммов hvKP характерна чувствительность к анти-
биотикам, за исключением ампициллина, и высокий уровень 
вирулентности [7]. Первый случай инфекции, вызванной 
штаммом hvKp, был описан в 1986 г. на Тайване – абсцесс 
печени с метастатическим распространением [9]. Данный 
патотип стал превалировать в Азиатско-Тихоокеанском 
регионе, постепенно распространяясь по всему миру [10]. 

Гипервирулентность K. pneumoniae ассоциирована с 
гипермукоидным фенотипом и продукцией сидерофоров  – 
иерсиниабактина, салмохелина и/или аеробактина [2]. 
Гипермукоидная капсула, синтез которой контролируется 
регуляторами мукоидности rmpADC и rmpA2, обеспечивает 
устойчивость бактерий к иммунной системе макроорганиз-
ма за счет подавления фагоцитоза, опсонизации и компле-
мент-опосредованного киллинга [7]. В лабораторных услови-
ях гипермукоидность определяется как положительный 
результат стринг-теста при образовании вязкой нити длиной 
>5 мм при растяжении бактериологической петлей колонии 
K. pneumoniae, сформированной на чашке с агаром. Таким 
образом, исторически штаммы hvKp идентифицировали с 
помощью стринг-теста, а гипермукоидность служила марке-
ром гипервирулентности [6]. 

Сидерофоры – низкомолекулярные вещества различной 
природы, хелатирующие ионы Fe3+. К ним относятся энтеро-
бактин (Ent), аэробактин (Iuc), салмохелин (Iro) и иерсиниа-
бактин (Ybt). Энтеробактин встречается не только у hvKp, но 
и у cKp. В течение длительного времени штаммы hvKp редко 
проявляли устойчивость к широко используемым антими-
кробным препаратам (АМП), что может быть связано с нали-
чием у них систем, ограничивающих горизонтальный пере-
нос генов, – рестрикции-модификации и CRISPR-Cas (корот-
кие палиндромные повторы, регулярно расположенные груп-
пами) [11]. 

На данный момент четкая общепринятая дифференциа-
ция между hvKp и cKp отсутствует. Некоторые исследовате-
ли определяют hvKp по наличию генов iuc, другие предлага-
ют оценивать наличие пяти генов (rmpA, rmpA2, peg-344, 
iucA и iroB) [2, 10], третьи основываются на результатах 
использования мышиной модели как золотого стандарта 
идентификации hvKp-штаммов, имеющих LD50 <100 КОЕ, по 
сравнению со штаммами cKp с LD50 >107–109 КОЕ [12]. 

В последнее десятилетие появились и активно распро-
страняются гибридные штаммы K. pneumoniae, имеющие 
характеристики одновременно hvKp и MDR-cKp. Такие 
штаммы вызывают у здоровых людей инвазивные и диссе-
минированные инфекции, трудно поддающиеся лечению. 
Клинические проявления MDR-hvKP-инфекций сложны и 
разнообразны, поскольку они объединяют симптомы, вызы-
ваемые внегоспитальными hvKP и госпитальными cKp [3]. 
Зачастую они представлены в виде тяжелых внутрибольнич-
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ных и внебольничных инфекций с высоким уровнем леталь-
ности, проявляющихся в виде множественных инфекций, 
включая менингит и эпидуральный абсцесс, эндофтальмит, 
пневмонию, бактериемию, абсцесс печени, некротическую 
инфекцию кожи и мягких тканей, а также инфекцию костей 
(рис. 1) [3].

Показано, что гибридные штаммы K. pneumoniae могут 
формироваться тремя независимыми путями: 1) приобрете-
ние hvKP-штаммом плазмид антибиотикорезистентности 
[13]; 2) получение MDR-cKp-штаммом неконъюгативной 
pLVPK-плазмиды вирулентности с помощью хелперной конъ-
югативной плазмиды [14]; 3) получение MDR-cKp-штаммом 
гибридной плазмиды вирулентности, одновременно несу-
щей гены устойчивости к карбапенемам и гены гипервиру-
лентности (рис. 2) [15]. 

Наличие мощной капсулы у hvKp приводит к ограничению 
у них горизонтального переноса генов, что объясняет более 
низкий уровень гетерогенности плазмид и геномного раз-
нообразия в целом у hvKP, в результате чего клональное 
разнообразие гибридных клонов на основе hvKp оказывает-
ся существенно меньшим по сравнению с таковыми на осно-
ве cKp [16]. Отмечается, что гибридные штаммы характери-
зуются сниженной вирулентностью по сравнению с hvKp-
штаммами [17]. На настоящий момент механизмы регуляции 
вирулентности и антибиотикорезистентности у гибридных 
штаммов клебсиелл изучены недостаточно. 

�Механизмы устойчивости к β-лактамам  
у MDR-hvKp-штаммов и их регуляция
Устойчивость K. pneumoniae к β-лактамам связана с про-

дукцией β-лактамаз узкого, широкого и расширенного спек-
тра, в т.ч. пенициллиназ, цефалоспориназ и карбапенемаз, 
локализованных как на хромосоме, так и на плазмидах [7]. 
Однако повсеместно выделяются штаммы, устойчивые к 
антибиотикам, но не несущие генов β-лактамаз, что об- 
условлено наличием мутаций в генах поринов мембраны и 
эффлюксных насосов (табл. 1) [18, 19].

Продукция ферментов β-лактамаз
Распространение устойчивости к β-лактамам у K. pneumo- 

niae в первую очередь связано как с меж-, так и внутривидо-
вым обменом ДНК, особенно посредством горизонтального 
переноса генов резистентности, расположенных на плазми-
дах. Эти плазмиды могут обеспечить устойчивость к широ-
кому спектру АМП, включая β-лактамы, аминогликозиды, 
хлорамфеникол, макролиды, сульфаниламиды, тримето-
прим, тетрациклины и хинолоны [20]. 

Особую обеспокоенность вызывает распространение 
генов карбапенемаз. Штаммы CR-Kp стали угрозой в клини-
ческих условиях из-за распространения устойчивых к анти-
биотикам фенотипов и глобального распространения через 
мобильные генетические элементы, вызывая гораздо более 
высокую смертность, чем чувствительные к карбапенемам 
K. pneumoniae [8]. Согласно классификации Ambler, карба-
пенемазы можно разделить на несколько классов. 
Карбапенемазы класса А (например, KPC-типа, BKC-1) спо-
собны гидролизовать почти все β-лактамные антибиотики. К 
карбапенемазам класса B относятся металло-β-лактамазы 
(MBL), характеризующиеся наличием одного или двух ионов 

Эндофтальмит / 
Endophthalmitis

Сепсис / 
Bloodstream infection

Абсцесс печени / 
Liver abscess

Инфекция кожи и мягких 
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Менингит / 
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Пневмония / 
Pneumonia

Инфекция 
мочевыводящих путей / 

Urinary tract infection

Рис. 1. Клинические формы клебсиеллезной инфекции, вызван-
ной штаммами CR-hvKp [3, с изменениями].
Fig. 1. Clinical forms of Klebsiella infection caused by CR-hvKp 
strains [3, with changes].

Рис. 2. Пути формирования конвергентной линии карбапенем-
резистентных штаммов K. pneumoniae (CR-hvKp) на основе 
штаммов hvKp и CR-Kp [3, с изменениями].
Fig. 2. Ways of formation of convergent carbapenem-resistant 
strains of K. pneumoniae (CR-hvKp) based on hvKp and CR-Kp 
strains [3, with modifications].
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цинка в активном центре: Нью-Дели-MBL (NDM-тип), инте-
грон-кодируемые Верона-MBL в составе (VIM-тип) и 
имипенемазы-MBL (IMP-тип). MBL гидролизуют почти все 
β-лактамные антибиотики, за исключением монобактамов. К 
карбапенемазам класса D в основном относят оксациллина-
зу OXA-48 и OXA-181, которые проявляют слабую карбапе-
немазную активность, но сохраняют способность к гидроли-
зу пенициллинов (табл. 2) [21]. 

Ферменты класса C не считаются карбапенемазами. 
Однако было показано, что они обладают низким потенциа-
лом гидролиза карбапенемов, и их избыточная выработка 
может способствовать развитию устойчивости к карбапене-
мам в сочетании с пониженной проницаемостью внешней 
мембраны или избыточной экспрессией насосов для выве-
дения [21].

В Евразийском регионе за период 2015–2022 гг. наиболее 
часто обнаруживали карбапенемазы классов B и D среди 
CR-hvKp-штаммов (рис. 3) [22]. 

Так, например, в Индии, Иране, России и Италии иденти-
фицированы CR-hvKp-штаммы, несущие гены blaOXA-48, blaNDM-1 
и blaVIM-1 [5, 23–25]. Описаны штаммы CR-hvKp, продуцирую-
щие ферменты класса А, широко распространенные в Азии 
и Америке, а в настоящее время и в России [26, 27]. 

Плазмиды, несущие несколько генов устойчивости к кар-
бапенемам, могут сформироваться в результате рекомбина-
ции и образования гибридных плазмид [28]. Повсеместно 
отмечаются случаи выделения штаммов CR-hvKp, несущих 
два и более генов карбапенемаз и вызывающих серьезные 
инфекционные заболевания с высоким уровнем смертности. 
Так, в Индии начиная с 2014 г. описаны штаммы, одновре-
менно продуцирующие карбапенемазы NDM и OXA-48 [29, 
30]. В 2020 г. в Италии и Иране были также зарегистрирова-
ны штаммы CR-hvKp, продуцирующие NDM и OXA-48 [31–
33]. В 2022 г. в Египте был обнаружен штамм CR-hvKp, 
несущий гены blaKPC-2 и blaOXA-48 [28]. В 2022 г. в Италии охарак-
теризован штамм CR-hvKp, несущий гены карбапенемаз 

Таблица 1. Механизмы устойчивости к β-лактамам у MDR-hvKp штаммов (приведена классификация β-лактамаз по Ambler)
Table 1. Mechanisms of β-lactam resistance in MDR-hvKp strains (Ambler classification of β-lactamases is given)

Продукция ферментов / 
Enzyme production

β-
ла

кт
ам

аз
ы

 / 
β-

la
ct

am
as

es

А Cериновые β-лактамазы / serine β-lactamases
(КРС, ESBLs, ТЕМ-1, SHV-1, СТХ-М, β-лактамазы. устойчивые к действию ингибиторов / 
β-lactamases resistant to inhibitors)
Гидролизуют пенициллины, цефалоспорины, карбапенемы и азтреонам / 
Hydrolyze penicillins, cephalosporins, carbapenems and aztreonam

В Металло-β-лактамазы / metallo-β-lactamases (NDM, VIM, IMP) 
Гидролизуют пенициллины, цефалоспорины, карбапенемы, но не азтреонам / 
Hydrolyze penicillins, cephalosporins, carbapenems, but not aztreonam

С Сериновые р-лактамазы / serine β-lactamases цефалоспориназа / cephalosporinase AmpC 
Устойчивость к цефамицинам и цефалоспоринам третьего поколения / 
Resistance to cephamycins and third-generation cephalosporins

D Сериновые β-лактамазы / serine β-lactamases (ОХА-48-подобные/ similar
Гидролизуют карбапенемы, нет активности в отношении цефалоспоринов расширенного спектра 
действия / 
Hydrolyzes carbapenems, no activity against extended-spectrum cephalosporins

Генетические мутации / 
Gene mutations

Эффлюксные 
насосы / 
Efflux pumps

AcrAB, CpxAR, OqxAB, EefAB, AcrD, MdtABC, KexD, MacAB, KpnEF, KdeA, EmrAB

Порины 
мембраны / 
Membrane 
porins

OmpK35, OmpK36

Таблица 2. Молекулярная классификация ферментов карбапенемаз [21]
Table 2. Molecular classification of carbapenemase enzymes [21]

Класс A / 
Class A

Хромосомно-кодируемые ферменты /
Chromosome encoded enzymes

SME (Serratia marcescens enzyme, SME-1 ‑ SME-6);
IMI-1 (Imipenem-гидролизующая β-лактамаза); 
SFC-1 (Serratia fonticola carbapenemase-1)

Плазмидо-кодируемые ферменты /
Plasmid encoded enzymes

KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase, KPC-2 – KPC-276);
IMI (IMI-1 – IMI-30);
GES (Guiana extended spectrum, GES-4, 5, 6, 14, 16, 18, 20, 21, 24, 25, 28, 30, 33, 39, 40, 41, 47, 48, 49, 
50, 51, 53, 54, 61, 66)

Класс B / 
Class B

Металло-β-лактамазы (ингибируются 
ЭДТА) /
Metallo-β-lactamases

NDM (New Delhi metallo-β-lactamase-1, NDM-1 – NDM-88);
IMP (Imipenem-resistant Pseudomonas, IMP-1 – IMP-111);
VIM (Verona integron-encoded metallo-β-lactamase, VIM-1 – VIM-95);
GIM (German imipenemase, GIM-1 – GIM-3);
SIM (Seoul imipenemase, SIM-1, SIM-2)

Класс C/
Class C

AmpC-тип (эмерджентные) /
AmpC-type

ADC-68 (Acinetobacter-derived cephalosporinase)

Класс D / 
Class D

Оксациллиназы (слабо ингибируются 
ЭДТА или клавулановой кислотой) /
Oxacillinases

OXA (Oxacillin-hydrolyzing carbapenemases, OXA-24-like, OXA-40-like, OXA-48-like, OXA-51-like, OXA-58-
like)

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота. / EDTA – ethylenediaminetetraacetic acid.
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двух классов (B и D) blaNDM-1, blaNDM-5 и blaOXA-48 [34]. В 
2023 г. в России были описаны штаммы CR-hvKP, несущие 
3 гена карбапенемаз разных классов (A, B и D) одновремен-
но  – blaKPC-2, blaNDM-1 и blaOXA-48 [35]. CR-hvKp, продуцирующие 
несколько карбапенемаз, представляют собой новую про-
блему для инфекционного контроля.

Активация эффлюксных насосов
У K. pneumoniae идентифицированы несколько типов 

эффлюксных насосов, ассоциированных с МЛУ, включая 
представителей пяти суперсемейств: RND (AcrAB-TolC, 
OqxAB, EefAB, AcrD, MdtABC и KexD), ABC (MacAB), SMR 
(KpnEF), MATE (KdeA) и MFS (EmrAB) [36]. 

Например, повышенная экспрессия представителя супер-
семейства RND эффлюксного насоса AcrAB способствует 
развитию МЛУ [18, 37], а также является одним из механиз-
мов устойчивости грамотрицательных микроорганизмов к 
карбапенемам [37, 38] и тигециклину [39, 40]. Важную роль в 
регуляции AcrAB играет транскрипционный регулятор RamA 
из семейства AraC. Повышенная экспрессия RamA усилива-
ет транскрипцию генов acrAB и tolC, что приводит к усиле-
нию трансляции эффлюксных белков AcrAB-TolC, что в 
конечном итоге приводит к МЛУ [41]. Интересно, что для 
повышения вирулентности клебсиеллам также необходима 
система AcrAB. Показано, что мутанты с делецией AcrAB 
являются менее вирулентными по сравнению со штаммами 
дикого типа [42–44].

Большую роль в активации эффлюксных насосов супер-
семейства RND играет двухкомпонентная система CpxAR, 
состоящая из сенсорной киназы CpxA и регулятора CpxR, 
гены которых локализованы на хромосоме. В случае стрес-
сового воздействия на бактериальную мембрану CpxAR 

активирует экспрессию генов acrAB и mdtABC, что обеспе-
чивает фенотип мультирезистентности благодаря эффлюк-
су широкого спектра АМП. Регулон CpxAR играет важную 
роль в формировании устойчивости к АМП у клебсиелл. 
Инактивация CpxAR у K. pneumoniae приводит к увеличе-
нию чувствительности бактерий к цефепиму и хлорамфени-
колу [45]. Отмечается влияние бактериальных двухкомпо-
нентных систем на экспрессию генов карбапенемаз. В 
работе Z.Liu et al. (2023) показано, что CpxAR усиливает 
экспрессию гена blaKPC на конъюгативной плазмиде IncFII 
у K. pneumoniae ST11 за счет связи CpxR с промоторной 
областью blaKPC. Также CpxR связывается с промотором tra 
оперона и активирует конъюгацию плазмиды, устойчивой к 
карбапенемам [46].

Снижение экспрессии или утрата поринов
Порины внешней мембраны  – неспецифические каналы 

диффузии, которые обеспечивают проникновение внутрь 
клетки K. pneumoniae питательных веществ и других гидро-
фильных молекул, таких как β-лактамы, размер которых 
составляет от 300 до 550 Да. Мутации в генах поринов 
(точечные мутации или инсерции IS-элементов) приводят к 
уменьшению диаметра пор или к их полной утрате на 
поверхности бактериальной клетки, что является механиз-
мом антибиотикоустойчивости [19].

OmpK36 – мажорный порин K. pneumoniae, относящийся к 
семейству OmpC; клебсиеллы имеют также порин OmpK35, 
принадлежащий к семейству OmpF [19]. Снижение экспрес-
сии OmpK35 и OmpK36 является одним из описанных меха-
низмов устойчивости к цефокситину, оксииминоцефалоспо-
ринам, карбапенемам, монобактамам и фторхинолонам у 
ESBL- и AmpC-продуцирующих клебсиелл [47].

Рис. 3. Распространенность CR-hvKp-штаммов в мире в 2015–2022 гг. Числами обозначено количество выделенных штаммов, при-
надлежащих к конвергентной линии [22, с изменениями].
Fig. 3. Prevalence of CR-hvKp strains in the world in 2015–2022. The numbers indicate the number of isolated strains belonging to the 
convergent lineage [22, with changes].
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Вирулентность Klebsiella pneumoniae
Вирулентность штаммов K. pneumoniae определяется 

наличием следующих факторов патогенности:
• полисахаридная капсула, которая препятствует фагоци-

тозу нейтрофилами и инактивации при помощи системы 
комплемента [2];

• липополисахарид (LPS), эндотоксин, который защищает 
бактерию от фагоцитоза и вызывает воспалительную реак-
цию в макроорганизме [7];

• фимбрии I и III типа, обеспечивающие адгезию бактерий 
на клетках организма-хозяина [6];

• сидерофоры, или системы поглощения железа [2].
Многие исследования демонстрируют, что два гена-регу-

лятора мукоидного фенотипа rmpA и rmpA2 на плазмиде 
вирулентности являются hvKP-специфическими факторами 
вирулентности [2]. Исследование M.Jiang (2024), направлен-
ное на изучение молекулярных характеристик и экспрессии 
генов вирулентности у карбапенем-чувствительных и карба-
пенем-устойчивых штаммов K. pneumoniae, показало, что 
относительная экспрессия генов вирулентности отличалась 
у разных штаммов; наиболее статистически значимая раз-
ница наблюдалась в экспрессии генов rmpA и rmpA2. На 
модели личинок Galleria mellonella установлено, что выжива-
емость особей зависела от присутствия в заражающих 
штаммах K. pneumoniae генов rmpA, rmpA2 и iutA: статисти-
чески значимо данный показатель был ниже при использо-
вании данных штаммов, по сравнению с таковым при 
использовании штаммов, не несущих гены rmpA, rmpA2 и 
iutA [48].

Одним из основных факторов, способствующих гиперму-
ковязкости, был признан повышенный уровень продукции 
RmpD. Скрининг 33 регуляторов подтвердил, что для прояв-
ления гипермуковязкости и вирулентности K. pneumoniae на 
модели пневмонии у мышей необходим регулятор OmpR, 
утрата которого приводила к сверхэкспрессии АТФ-синтазы 
F-типа и системы расщепления глицина, что изменяло энер-
гетический статус клеток и способствовало последующему 
снижению их мукоидности. Транскриптомный анализ пока-
зал, что отсутствие OmpR привело к изменениям в экспрес-
сии большого числа генов K. pneumoniae. Наиболее диффе-
ренциально активированными были гены, отвечающие за 
биосинтез АТФ и метаболизм серина. Это новое понимание 
связи между OmpR-опосредованным бактериальным энер-
гетическим метаболизмом и гипермукоидностью улучшает 
наше понимание сложной взаимосвязи между бактериаль-
ным метаболизмом и муковязкостью [49]. 

Биопленки
Образование биопленок является важным признаком 

вирулентности K. pneumoniae. Наряду с ограничениям тера-
певтических возможностей при инфекциях, вызванных 
CR-Kp-штаммами, образование биопленок рассматривается 
как дополнительный фактор риска, связанный с экспресси-
ей карбапенемаз, имеющий жизненно важное значение. 
Биопленки  – это организованное сообщество бактериаль-
ных клеток, окруженных внеклеточным матриксом, которое 
формируется за счет прикрепления к биотическим или аби-
отическим поверхностям [7]. Внеклеточный матрикс защи-
щает бактериальные клетки от внешних воздействий, в т.ч. 

от других бактерий и антимикробных препаратов. Одним из 
свойств биопленок является способность противостоять 
иммунной системе макроорганизма за счет устойчивости к 
фагоцитарной системе, опсонизации и др. [7].

Биопленки играют важную роль в развитии бактериаль-
ной инфекции и лекарственной устойчивости. Продемонстри- 
рована корреляция между устойчивостью к антибиотикам у 
K. pneumoniae и способностью к образованию биопленок; 
K.  pneumoniae с МЛУ, включая CR-Kp, в большей степени 
способны к образованию биопленок, чем чувствительные 
формы [50, 51]; при этом устойчивость к антибиотикам у 
K. pneumoniae в состоянии биопленки увеличена по сравне-
нию с планктонными клетками в 10–1000 раз [52].

Молекулярно-генетические исследования показали, что 
на стадии созревания биопленок K. pneumoniae (24 ч) актив-
но экспрессируются гены регулятора биопленкообразования 
bssS и фимбрий III типа fimH, что тесно связано с фенотипи-
ческим развитием биопленки. Отмеченная способность к 
метастазированию очагов инфекции CR-Kp связана с дис-
персией биопленок и колонизацией вторичных очагов 
инфекции, что подтверждает роль биопленок как фактора 
патогенности [53].

Особенности транскриптома CR-hvKp
Анализ современной литературы показывает, что пока 

опубликовано незначительное количество работ, посвящен-
ных изучению особенностей экспрессии генов вирулентно-
сти и антибиотикорезистентности в клетках гибридных 
K.  pneumoniae. Тем не менее этот вопрос представляет 
большой интерес с точки зрения как фундаментальных 
механизмов, так и практической значимости для медицины. 
Наибольший интерес представляет транскриптомный ответ 
гибридных штаммов CR-hvKp на присутствие антибиотиков 
в окружающей среде, поскольку это непосредственно связа-
но с выбором адекватной терапии, особенно в отделениях 
реанимации и интенсивной терапии. Выбор карбапенемов в 
качестве эмпирической терапии без идентификации патоти-
па возбудителя может привести к непредсказуемому увели-
чению экспрессии дополнительных факторов патогенности, 
что может усугубить состояние пациента и увеличить риск 
неблагоприятного исхода (рис. 4).

Бактерии реагируют на состояние окружающей среды, 
изменяя транскрипцию своих генов. Для выявления регуля-
торных механизмов данных процессов используют метод 
РНК-секвенирования с дальнейшим транскриптомным ана-

Эмпирическая терапия 
карбапенемами / Empirical 

carbapenem therapy

Коррекция терапии на основании 
фенотипа АМР / Correction of therapy 

based on the AMR phenotype

CR-hvKp-
инфекция

Видовая 
идентификация 

MALDI-TOF

Фенотип АМР время

Рис. 4. Временная шкала коррекции антибиотикотерапии в 
отделениях реанимации и интенсивной терапии.
Fig. 4. Timeline of correction of antibiotic therapy in intensive care 
units and intensive care units.
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лизом. Так, например, было показано, что при изменении 
температуры культивирования штаммов K. pneumoniae с 37 
до 15°C изменялась транскрипция корового генома в ответ 
температурный стресс, в частности отмечено снижение 
транскрипции генов синтеза и транспорта энтеробактина, 
одного из факторов патогенности энтеробактерий [54]. С 
помощью РНК-секвенирования и микроскопии показано, что 
воздействие на культуры K. pneumoniae возрастающих кон-
центраций колистина приводило к образованию устойчивых 
форм патогена и параллельно к транскрипционным измене-
ниям в основных клеточных функциях, которые коррелирова-
ли с морфологическими изменениями самих клеток. В при-
сутствии колистина у устойчивых к колистину клеток 
K.  pneumoniae зафиксирована повышенная экспрессия 
генов, ассоциированных с вирулентностью: оперона arnA-T, 
участвующего в модификации липида A, генов двухкомпо-
нентного сенсора crrAB (ранее TCRS), гликозилтрансфера-
зы, эффлюксного насоса AcrAB и четырех эффлюксных 
систем суперсемейства RND. Напротив, гены, кодирующие 
порины OmpA и OmpC, которые обеспечивают пассивное 
поглощение антибиотиков, показали сниженные уровни экс-
прессии [55]. Идентификация роли дополнительной регуля-
торной системы crrAB при формировании устойчивости к 
колистину расширяет спектр идентифицированных генетиче-
ских детерминант, которые модулируют этот фенотип, и под-
черкивает многообразие способов, которыми клетки реаги-
руют на воздействие антимикробных пептидов [56]. Показано, 
что окружающая среда, в т.ч. селективное давление анти-
биотиков, может стимулировать изменения не только чув-
ствительности к антибиотикам, но и уровня вирулентности 
штаммов K. pneumoniae. Подчеркивается, что полиморфизм 
вирулентности штаммов K. pneumoniae может быть ассоции-
рован с общем состоянием пациента, окружающими услови-
ями селективным давлением антибиотиков [57]. 

Формирование конвергентных линий CR-hvKp происходит 
в несколько этапов, поскольку приобретение дополнитель-
ного генетического материала, плазмид антибиотикорези-
стентности, сначала приводит к нарушению метаболическо-
го баланса и снижению вирулентных свойств. Например, при 
трансформации гипервирулентного штамма плазмидой 
резистентности p24835-NDM5 наблюдалось снижение виру-
лентности штамма за счет снижения экспрессии генов син-
теза капсулы yadA и iutA и увеличению чувствительности к 
сыворотке крови организма-хозяина. Одновременно гибрид-
ный штамм продолжал сохранять высокий уровень устойчи-
вости к фагоцитозу, опосредованному нейтрофилами, и 
высокий уровень летальности на мышиной модели [58]. 

Стоит отметить важную роль мембранного белка TolC, 
необходимого для функционирования трехкомпонентных 
систем, играющего плейотропную роль в биологии K. 
pneumoniae: способствующего резистентности к АМП, важ-
ного для гомеостаза железа в клетке и для проявления виру-
лентности. Делеция tolC приводила к уменьшению образо-
вания капсул, что подтверждалось снижением гипермукоид-
ности в стринг-тесте и увеличением скорости осаждения в 
тесте на гипермуковязкость, снижению продукции уроновой 
кислоты, повышению адгезии к энтероцитам человека, 
повышению чувствительности к сыворотке крови и сниже-
нию вирулентности на модели личинок G. mellonella. На 

молекулярном уровне плейотропный эффект TolC связан с 
тем, что субстратами TolC-зависимых переносчиков являют-
ся молекулы цГМФ, играющие важную роль в кворуме бак-
терий, с его ролью в гомеостазе железа, в т.ч. влиянии на 
активность регулятора поглощения железа Fur, который 
регулирует биосинтез капсулы [59]. 

Другим важным метаболическим регулятором является 
RamA  – глобальный регулятор транскрипции, связанный с 
устойчивостью к большому числу лекарственных препара-
тов и другим токсичным молекулам, а также гипервирулент-
ностью. Экспериментальные данные свидетельствуют о том, 
что ramA непосредственно активирует AcrAB и локусы, уча-
ствующие в ремоделировании липида А [60]. 

В исследовании 2023 г. S.Park et al. изучали механизмы, 
которые связывают устойчивость к тигециклину со снижени-
ем вирулентности штаммов K. pneumoniae. У устойчивых к 
тигециклину штаммов К. pneumoniae выявлено снижение 
экспрессии порина OmpK35 по сравнению с чувствительны-
ми изолятами. Кроме того, развитие резистентности к тиге-
циклину у гипервирулентных K. pneumoniae приводило к 
снижению вирулентности, связанному с редукцией капсулы. 
Транскриптомный анализ показал, что тигециклин-рези-
стентные мутантные штаммы сверхэкспрессировали ompR, 
который негативно регулирует экспрессию ompK35, в то 
время как делеция ompR приводила к восстановлению их 
гипермукоидности и вирулентности [61]. Данный механизм 
может рассматриваться как возможный компенсаторный 
механизм в эволюции стабильных конвергентных линий 
К.  pneumoniae, объединяющих свойства устойчивости и 
гипервирулентности.

�Роль мнРНК в регуляции антибиотикоустойчивости 
и вирулентности K. pneumoniae
мнРНК являются посттранскрипционными регуляторами 

генов, участвующих в важных биологических процессах у 
бактерий, и представляют собой новую терапевтическую 
мишень для борьбы с антибиотикорезистентными бактерия-
ми [39, 62].

В исследовании Y.Bai et al. (2024) была показана роль 
sRNA51 в устойчивости CR-Kp, продуцирующего KPC-2, 
регулируя экспрессию acrA [39]. При помощи qRT-PCR было 
показано, что экспрессия sRNA51 в клетках CR-Kp-штаммов, 
продуцирующих KPC-2, значительно превосходит экспрес-
сию sRNA (количественная полимеразная цепная реакция с 
обратной транскрипцией). Сверхэкспрессия sRNA51 снизи-
ла экспрессию acrA, что уменьшило устойчивость к меропе-
нему и эртапенему, в то время как сверхэкспрессия acrA 
восстановила устойчивость к меропенему и эртапенему у 
штаммов с сверхэкспрессией sRNA51 (рис. 5). 

Авторы делают вывод, что микроРНК sRNA51 может пода-
влять экспрессию acrA и что снижение уровня sRNA51 в 
CR-Kp, продуцирующем KPC-2, приводит к повышенной экс-
прессии acrA и повышает его устойчивость за эффлюксных 
насосов. Полученные данные указывают на возможность раз-
работки новых адъювантов антибиотиков для восстановления 
чувствительности к ним у антибиотикорезистентных бактерий.

Аналогичный анализ, проведенный на штамме CR-Kp, про-
дуцирующем карбапенемазу металло-β-лактамазу NDM-5, 
показал, что наиболее значительно дифференциально экс-
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прессировалась sRNA207, для которой была предсказана 
мишень – матричная РНК (мРНК), кодируемая геном smf-1, 
ассоциированным с биопленкообразованием (рис. 6) [62]. 

Показано, что повышенная экспрессия sRNA207 способ-
ствовала образованию биопленок за счет стабилизации экс-
прессии гена smf-1, что, в свою очередь, влияло на устойчи-

вость клеток CR-Kp, продуцирующих NDM-5, к карбапене-
мам. Показано, что по сравнению со штаммом CR-Kp, про-
дуцирующим NDM-5, биопленкообразование у штаммов с 
нокаутированным геном smf-1 было снижено, а МПК карба-
пенемов для этих штаммов снизились: для меропенема – со 
128 до 16 мг/л, для эртапенема  – со 128 до 32 мг/л, для 
имипенема  – со 128 до 32 мг/л. Полученные результаты 
открывают перспективу для нового подхода к лечению 
инфекций, вызванных CR-Kp [62].

Изучение гипермукоидности у hvKp на посттрансляцион-
ном уровне выявило регуляторную сеть sRNAs, ассоцииро-
ванных с РНК-связывающим Hfq-белком [4]. Полученные 
данные показывают многочисленные взаимодействия 
между мнРНК и мРНК, ассоциированными с гипермукоидно-
стью. Капсульные полисахариды синтезируются и трансло-
цируются через мембрану посредством белковых продуктов 
кластера генов капсулы (wza, wzc и wzi). Транскрипция генов 
капсулы подавляется CRP посредством связывания с про-
моторами и посредством РНК-РНК-взаимодействия с мнРНК 
ArcZ. CRP индуцирует транскрипцию предшественника ArcZ, 
который процессируется в мнРНК ArcZ. ArcZ связывается с 
мРНК генов mlaA и fpp и ингибирует их трансляцию. 
Снижение синтеза MlaA нарушает ассиметрию липидов 

Рис. 5. Схематическое изображение взаимодействия sRNA51 и 
acrA [39].
Fig. 5. Schematic representation of the interaction between sRNA51 
and acrA [39].

Рис. 6. Схематическое изображение взаимодействия sRNA207 и 
smf-1 [62].
Fig. 6. Schematic representation of the interaction between sRNA207 
and smf-1 [62].

Рис. 7. Схема регуляции гипермукоидности опосредованной мнРНК ArcZ у hvKp [4, с изменениями].
Fig. 7. Regulation of hypermucoidity mediated by mRNA ArcZ in hvKp [4, with changes]. LPS – lipopolysaccharide, OM – outer membrane, 
PG – peptidoglycan, IM – inner membrane.
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внешней мембраны и гомеостаз фосфолипидов, вследствие 
чего снижается мощность капсулы и вирулентность для 
мышей (рис. 7).

Показано, что MlaA и его функция в транспорте фосфоли-
пидов имеют решающее значение для формирования капсу-
лы и проявления гипермукоидности, делеция которого суще-
ственно снижает вирулентность штамма hvKp на мышиной 
модели. Сверхэкспрессия ArcZ резко снижала бактериаль-
ную нагрузку у мышей и гипермукоидность у CR-hvKp клини-
ческих изолятов. Полученные данные указывают на то, что 
ArcZ может рассматриваться в качестве потенциального 
терапевтического препарата на основе РНК-ингибитора при 
бактериальной пневмонии [4].

Заключение
Инфекции, вызываемые K. pneumoniae, связаны с высо-

ким уровнем смертности и заболеваемости как среди госпи-
тальных, так и среди амбулаторных случаев [7]. Несмотря на 
то, что изначально проблема была наиболее острой именно 
в Азиатском регионе, сегодня отмечается тенденция к гло-
бальному распространению CR-hvKp [15]. Всемирная орга-
низация здравоохранения недавно включила K. pneumoniae 
в список критически важных микроорганизмов, для лечения 
которых срочно требуются новые препараты.

При лечении инфекций, вызванных этим патогеном, 
существует несколько серьезных клинических проблем. 
Во-первых, быстрое распространение и вспышки CR-hvKp в 
медицинских учреждениях представляют серьезную пробле-
му для инфекционного контроля. Высокий уровень рези-
стентности и патогенности часто приводит к негативным 
клиническим исходам [3]. Во-вторых, появляются штаммы 
CR-hvKp, продуцирующие более одного типа карбапенемаз. 
Рост числа штаммов, устойчивых к антибиотикам «послед-
ней надежды», значительно сузил, а в некоторых случаях и 
вовсе исключил терапевтические возможности для лечения 
инфекций, вызванных гибридными штаммами K. pneumoniae. 

В последние годы выявлены факты изменения фенотипи-
ческих свойств, связанных с вирулентностью, у CR-hvKp-
штаммов, вызвавших тяжелые инфекции, при воздействии 
на них АМП в терапевтических дозах. Описаны случаи как 
повышения, так и понижения вирулентных свойств штаммов 
K. pneumoniae в ответ на присутствие АМП. Данные факты 
указывают на острую необходимость расширения понима-
ния механизмов адаптации современных клонов патогенных 
микроорганизмов в условиях интенсивного применения 
АМП. Изучение транскриптомов гибридных штаммов может 
рассматриваться как перспективный подход не только к 
выяснению новых молекулярно-генетических механизмов 
реализации комплексных геномов, но также и как метод 
поиска новых перспективных мишеней, адъювантов и регу-
ляторных молекул для создания инновационных комбиниро-
ванных лекарственных препаратов.

Информация о финансировании
Работа выполнена в рамках отраслевой программы 

Роспотребнадзора
Financial support
The work was carried out within the framework of the Sectoral 

Scientific Program of Rospotrebnadzor

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

Литература / References

1. �Cassini A, Högberg LD, Plachouras D, Quattrocchi A, Hoxha A, Simonsen GS, et 

al.; Burden of AMR Collaborative Group. Attributable deaths and disability-

adjusted life-years caused by infections with antibiotic-resistant bacteria in the EU 

and the European Economic Area in 2015: a population-level modelling analysis. 

Lancet Infect Dis. 2019 Jan;19(1):56-66. DOI: 10.1016/S1473-3099(18)30605-4

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

Identification of biomarkers for differentiation of hypervirulent Klebsiella 

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

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

3. �Chen T, Ying L, Xiong L, Wang X, Lu P, Wang Y, et al. Understanding carbapenem-

resistant hypervirulent Klebsiella pneumoniae: Key virulence factors and 

evolutionary convergence. hLife 2024;2:611-624.

4. �Wu K, Lin X, Lu Y, Dong R, Jiang H, Svensson SL, et al. RNA interactome of 

hypervirulent Klebsiella pneumoniae reveals a small RNA inhibitor of capsular 

mucoviscosity and virulence. Nat Commun. 2024 Aug 13;15(1):6946. DOI: 

10.1038/s41467-024-51213-z

5. �Lev AI, Astashkin EI, Kislichkina AA, Solovieva EV, Kombarova TI, Korobova OV, et 

al. Comparative analysis of Klebsiella pneumoniae strains isolated in 2012–2016 

that differ by antibiotic resistance genes and virulence genes profiles. Pathog Glob 

Health. 2018 May;112(3):142-151. DOI: 10.1080/20477724.2018. 1460949

6. �Rastegar S, Moradi M, Kalantar-Neyestanaki D, Ali Golabi D, Hosseini-Nave H. 

Virulence Factors, Capsular Serotypes and Antimicrobial Resistance of 

Hypervirulent Klebsiella pneumoniae and Classical Klebsiella pneumoniae in 

Southeast Iran. Infect Chemother. 2019 Sep 25. DOI: 10.3947/ic.2019.0027

7. �Paczosa MK, Mecsas J. Klebsiella pneumoniae: going on the offense with a strong 

defense. Microbiol Mol Biol Rev. 2016 Jun 15;80(3):629-61. DOI: 10.1128/

MMBR.00078-15

8. �Yang C, Xu Q, Xie M, Tang Y, Hu Q, Heng H, et al. Enhancing resistance, but not 

virulence attributed to the high mortality caused by carbapenem-resistant 

Klebsiella pneumoniae. Microbiol Res. 2024 Aug;285:127769. DOI: 10.1016/j.

micres.2024.127769

9. �Liu Y-C. Klebsiella pneumoniae liver abscess associated with septic 

endophthalmitis. Arch Intern Med. 1986;146:1913. DOI: 10.1001/

archinte.1986.00360220057011

10. �Liu C, Guo J. Characteristics of ventilator-associated pneumonia due to 

hypervirulent Klebsiella pneumoniae genotype in genetic background for the 

elderly in two tertiary hospitals in China. Antimicrob Resist Infect Control. 2018 

Aug 3;7:95. DOI: 10.1186/s13756-018-0371-8

11. �Mackow NA, Shen J, Adnan M, Khan AS, Fries BC, Diago-Navarro E. CRISPR-Cas 

influences the acquisition of antibiotic resistance in Klebsiella pneumoniae. PLOS 

ONE. 2019;14(11):e0225131. DOI: 10.1371/journal.pone.0225131

12. �Li N, Wang L, Wang F, Chen H, Tao S, Zhu Q, et al. Rapid detection of Klebsiella 

pneumoniae carrying virulence gene rmpA2 by recombinase polymerase 

amplification combined with lateral flow strips. Front Cell Infect Microbiol. 2022 

May 19;12:877649. DOI: 10.3389/fcimb.2022.877649

13. �Wyres KL, Nguyen TNT, Lam MMC, Judd LM, van Vinh Chau N, Dance DAB, et al. 

Genomic surveillance for hypervirulence and multi-drug resistance in invasive 

Klebsiella pneumoniae from South and Southeast Asia. Genome Med. 2020 Jan 

16;12(1):11. DOI: 10.1186/s13073-019-0706-y

14. �Xu Y, Zhang J, Wang M, Liu M, Liu G, Qu H, et al. Mobilization of the 

nonconjugative virulence plasmid from hypervirulent Klebsiella pneumoniae. 

Genome Med. 2021 Jul 22;13(1):119. DOI: 10.1186/s13073-021-00936-5



99

Транскриптомный анализ для изучения механизмов антибиотикорезистентности и вирулентности Klebsiella pneumoniae

Transcriptome analysis to study the mechanisms of antibiotic resistance and virulence of Klebsiella pneumoniae

15. �He J, Du X, Zeng X, Moran RA, van Schaik W, Zou Q, et al. Phenotypic and 

genotypic characterization of a hypervirulent carbapenem-resistant Klebsiella 

pneumoniae ST17-KL38 clinical isolate harboring the carbapenemase IMP-4. 

Microbiol Spectr. 2022 Apr 27;10(2):e0213421. DOI: 10.1128/spectrum. 

02134-21

16. �Wyres KL, Wick RR, Judd LM, Froumine R, Tokolyi A, Gorrie CL, et al. Distinct 

evolutionary dynamics of horizontal gene transfer in drug resistant and virulent 

clones of Klebsiella pneumoniae. PLoS Genet. 2019 Apr 15;15(4):e1008114. DOI: 

10.1371/journal.pgen.1008114

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

Klebsiella pneumoniae clinical isolates with features of both multidrug-resistance 

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

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

18. �Maurya N, Jangra M, Tambat R, Nandanwar H. Alliance of efflux pumps with 

β-lactamases in multidrug-resistant Klebsiella pneumoniae isolates. Microb Drug 

Resist. 2019 Oct;25(8):1155-1163. DOI: 10.1089/mdr.2018.0414

19. �Tsai YK, Fung CP, Lin JC, Chen JH, Chang FY, Chen TL, et al. Klebsiella 

pneumoniae outer membrane porins OmpK35 and OmpK36 play roles in both 

antimicrobial resistance and virulence. Antimicrob Agents Chemother. 

2011;55:1485-1493. DOI: 10.1128/AAC.01275-10

20. �Carattoli A. Resistance plasmid families in Enterobacteriaceae. Antimicrob Agents 

Chemother. 2009 Jun;53(6):2227-38. DOI: 10.1128/AAC.01707-08

21. �Meletis G. Carbapenem resistance: Overview of the problem and future perspectives. 

Ther Adv Infect Dis. 2016 Feb;3(1):15-21. DOI: 10.1177/2049936115621709

22. �Han YL, Wen XH, Zhao W, Cao XS, Wen JX, Wang JR, et al. Epidemiological 

characteristics and molecular evolution mechanisms of carbapenem-resistant 

hypervirulent Klebsiella pneumoniae. Front Microbiol. 2022 Sep 12;13:1003783. 

DOI: 10.3389/fmicb.2022.1003783

23. �Mukherjee S, Naha S, Bhadury P, Saha B, Dutta M, Dutta S, et al. Emergence of 

OXA-232-producing hypervirulent Klebsiella pneumoniae ST23 causing neonatal 

sepsis. J Antimicrob Chemother. 2020 Jul 1;75(7):2004-2006. DOI: 10.1093/jac/

dkaa080

24. �Sanikhani R, Moeinirad M, Solgi H, Hadadi A, Shahcheraghi F, Badmasti F. The 

face of hypervirulent Klebsiella pneumoniae isolated from clinical samples of two 

Iranian teaching hospitals. Ann Clin Microbiol Antimicrob. 2021 Aug 31;20(1):58. 

DOI: 10.1186/s12941-021-00467-2

25. �Lorenzin G, Gona F, Battaglia S, Spitaleri A, Saluzzo F, Trovato A, et al. Detection 

of NDM-1/5 and OXA-48 co-producing extensively drug-resistant hypervirulent 

Klebsiella pneumoniae in Northern Italy. J Glob Antimicrob Resist. 2022 

Mar;28:146-150. DOI: 10.1016/j.jgar.2022.01.001

26. �Yang X, Sun Q, Li J, Jiang Y, Li Y, Lin J, et al. Molecular epidemiology of 

carbapenem-resistant hypervirulent Klebsiella pneumoniae in China. Emerg 

Microbes Infect. 2022 Dec;11(1):841-849. DOI: 10.1080/22221751.2022.2049458

27. �Golikova MV, Strukova EN, Alieva KN, Ageevets VA, Avdeeva AA, Sulian OS, et al. 

Meropenem MICs at standard and high inocula and mutant prevention 

concentration inter-relations: comparative study with non-carbapenemase-

producing and OXA-48, KPC- and NDM-producing Klebsiella pneumoniae. 

Antibiotics (Basel). 2023 May 8;12(5):872. DOI: 10.3390/antibiotics12050872

28. �Yang Y, Yang Y, Ahmed MAEE, Qin M, He R, Wu Y, et al. Carriage of distinct 

blaKPC-2 and blaOXA-48 plasmids in a single ST11 hypervirulent Klebsiella 

pneumoniae isolate in Egypt. BMC Genomics. 2022 Jan 8;23(1):20. DOI: 10.1186/

s12864-021-08214-9

29. �Shankar C, Nabarro LE, Anandan S, Ravi R, Babu P, Munusamy E, et al. Extremely 

high mortality rates in patients with carbapenem-resistant, hypermucoviscous 

Klebsiella pneumoniae blood stream infections J Assoc Physicians India. J Assoc 

Physicians India. 2018 Dec;66(12):13-16.

30. �Remya P, Shanthi M, Sekar U. Occurrence and characterization of hyperviscous 

K1 and K2 serotype in Klebsiella pneumoniae. J Lab Physicians. 2018 Jul-

Sep;10(3):283-288. DOI: 10.4103/JLP.JLP_48_18

31. �Scaltriti E, Piccinelli G, Corbellini S, Caruso A, Latronico N, De Francesco MA. 

Detection of a hypermucoviscous Klebsiella pneumoniae co-producing NDM-5 

and OXA-48 carbapenemases with sequence type 383, Brescia, Italy. Int J 

Antimicrob Agents. 2020 Oct;56(4):106130. DOI: 10.1016/j.

ijantimicag.2020.106130

32. �Solgi H, Shahcheraghi F, Bolourchi N, Ahmadi A. Molecular characterization of 

carbapenem-resistant serotype K1 hypervirulent Klebsiella pneumoniae ST11 

harbouring Bla(NDM-1) and Bla(OXA-48) carbapenemases in Iran. Microb Pathog. 

2020;149:104507. DOI: 10.1016/j.micpath.2020.104507

33. �Bolourchi N, Shahcheraghi F, Giske CG, Nematzadeh S, Noori Goodarzi N, Solgi H, 

et al. Comparative genome analysis of colistin-resistant OXA-48-producing 

Klebsiella pneumoniae clinical strains isolated from two Iranian hospitals. Ann Clin 

Microbiol Antimicrob. 2021 Oct 23;20(1):74. DOI: 10.1186/s12941-021-00479-y

34. �Lorenzin G, Gona F, Battaglia S, Spitaleri A, Saluzzo F, Trovato A., et al. Detection 

of NDM-1/5 and OXA-48 co-producing extensively drug-resistant hypervirulent 

Klebsiella pneumoniae in Northern Italy. J Glob Antimicrob Resist. 2022 

Mar;28:146-150. DOI: 10.1016/j.jgar.2022.01.001

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

al. High-molecular-weight plasmids carrying carbapenemase genes blaNDM-1, 

blaKPC-2, and blaOXA-48 coexisting in clinical Klebsiella pneumoniae strains of 

ST39. Microorganisms. 2023 Feb 11;11(2):459. DOI: 10.3390/

microorganisms11020459

36. �Lv F, Cai J, He Q, Wang W, Luo Y, Wang X, et al. Overexpression of efflux pumps 

mediate pan resistance of Klebsiella pneumoniae sequence Type 11. Microb Drug 

Resist. 2021 Oct;27(10):1405-1411. DOI: 10.1089/mdr.2020.0395

37. �Tam HK, Foong WE, Oswald C, Herrmann A, Zeng H, Pos KM. Allosteric drug 

transport mechanism of multidrug transporter AcrB. Nat Commun. 2021 Jun 

29;12(1):3889. DOI: 10.1038/s41467-021-24151-3

38. �Lee YJ, Huang CH, Ilsan NA, Lee IH, Huang TW. Molecular epidemiology and 

characterization of carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae isolated from 

urine at a teaching hospital in Taiwan. Microorganisms. 2021 Jan 28;9(2):271. 

DOI: 10.3390/microorganisms9020271

39. �Bai Y, Xie C, Zhang Y, Zhang Z, Liu J, Cheng G, et al. sRNA expression profile of 

KPC-2-producing carbapenem-resistant Klebsiella pneumoniae: Functional role of 

sRNA51. PLoS Pathog. 2024 May 8;20(5):e1012187. DOI: 10.1371/journal.

ppat.1012187

40. �Rosenblum R, Khan E, Gonzalez G, Hasan R, Schneiders T. Genetic regulation of 

the ramA locus and its expression in clinical isolates of Klebsiella pneumoniae. Int 

J Antimicrob Agents. 2011 Jul;38(1):39-45. DOI: 10.1016/j.ijantimicag.2011.02.012

41. �Nishino K, Yamaguchi A. Role of histone-like protein H-NS in multidrug resistance 

of Escherichia coli. J Bacteriol. 2004;186:1423-1429. DOI: 10.1128/JB.186.5.1423-

1429.2004

42. �Padilla E, Llobet E, Doménech-Sánchez A, Martínez-Martínez L, Bengoechea JA, 

Albertí S. Klebsiella pneumoniae AcrAB efflux pump contributes to antimicrobial 

resistance and virulence. Antimicrob Agents Chemother. 2010 Jan;54(1):177-83. 

DOI: 10.1128/AAC.00715-09

43. �Bialek-Davenet S, Lavigne JP, Guyot K, Mayer N, Tournebize R, Brisse S, et al. 

Differential contribution of AcrAB and OqxAB efflux pumps to multidrug resistance 

and virulence in Klebsiella pneumoniae. J Antimicrob Chemother. 2015 

Jan;70(1):81-8. DOI: 10.1093/jac/dku340

44. �Shu R, Liu G, Xu Y, Liu B, Huang Z, Wang H. AcrAB efflux pump plays a crucial 

role in bile salts resistance and pathogenesis of Klebsiella pneumoniae. Antibiotics 

(Basel). 2024 Nov 29;13(12):1146. DOI: 10.3390/antibiotics13121146

45. �Srinivasan VB, Vaidyanathan V, Mondal A, Rajamohan G. Role of the two 

component signal transduction system CpxAR in conferring cefepime and 

chloramphenicol resistance in Klebsiella pneumoniae NTUH-K2044. PLoS One. 

2012;7(4):e33777. DOI: 10.1371/journal.pone.0033777

46. �Liu Z, Guan J, Chen Z, Tai C, Deng Z, Chao Y, et al. CpxR promotes the 

carbapenem antibiotic resistance of Klebsiella pneumoniae by directly regulating 



100

А.Е.Соломенцева и др. / Бактериология, 2025, т. 10, №3, с. 90–100

A.E.Solomentseva et al. / Bacteriology, 2025, volume 10, No 3, p. 90–100

the expression and the dissemination of blaKPC on the IncFII conjugative plasmid. 

Emerg Microbes Infect. 2023 Dec;12(2):2256427. DOI: 10.1080/22221751.2023. 

2256427

47. �Wang XD, Cai JC, Zhou HW, Zhang R, Chen G-X. Reduced susceptibility to 

carbapenems in Klebsiella pneumoniae clinical isolates associated with plasmid-

mediated β-lactamase production and OmpK36 porin deficiency. J Med Microbiol. 

2009 Sep;58(Pt 9):1196-1202. DOI: 10.1099/jmm.0.008094-0

48. �Jiang M, Qiu X, Shui S, Zhao R, Lu W, Lin C, et al. Differences in molecular 

characteristics and expression of virulence genes in carbapenem-resistant and 

sensitive Klebsiella pneumoniae isolates in Ningbo, China. Front Microbiol. 2024 

Feb 7;15:1356229. DOI: 10.3389/fmicb.2024.1356229

49. �Wang L, Huang X, Jin Q, Tang J, Zhang H, Zhang JR, et al. Two-component 

response regulator OmpR regulates mucoviscosity through energy metabolism in 

Klebsiella pneumoniae. Microbiol Spectr. 2023 Jun 15;11(3):e0054423. DOI: 

10.1128/spectrum.00544-23

50. �Liang J, Lin S, He L. Formation ability and drug resistance mechanism of Klebsiella 

pneumoniae biofilm and capsule for multidrug-resistant. Cell Mol Biol (Noisy-le-

grand) 2023; 69:88-93. DOI: 10.14715/cmb/2023.69.10.12

51. �Mukherjee S, Bhadury P, Mitra S, Naha S, Saha B, Dutta S, et al. Hypervirulent 

Klebsiella pneumoniae causing neonatal bloodstream infections: emergence of 

NDM-1-producing hypervirulent ST11-K2 and ST15-K54 strains possessing 

pLVPK-associated markers. Microbiol Spectr 2023;11:e0412122. DOI: 10.1128/

spectrum.04121-22

52. �Li Y, Ni M. Regulation of biofilm formation in Klebsiella pneumoniae. Front 

Microbiol. 2023 Sep 7;14:1238482. DOI: 10.3389/fmicb.2023.1238482

53. �Al-Bayati M, Samarasinghe S. Biofilm and gene expression characteristics of the 

carbapenem-resistant Enterobacterales, Escherichia coli IMP, and Klebsiella 

pneumoniae NDM-1 associated with common bacterial infections. Int J Environ 

Res Public Health. 2022 Apr 14;19(8):4788. DOI: 10.3390/ijerph19084788

54. �Hoang J, Stoebel DM. The transcriptional response to low temperature is weakly 

conserved across the Enterobacteriaceae. mSystems. 2024 Dec 17;9(12): 

e0078524. DOI: 10.1128/msystems.00785-24

55. �Cain AK, Boinett CJ, Barquist L, Dordel J, Fookes M, Mayho M, et al. Morphological, 

genomic and transcriptomic responses of Klebsiella pneumoniae to the last-line 

antibiotic colistin. Sci Rep. 2018 Jun 29;8(1):9868. Sci Rep. 2018 Jun 

29;8(1):9868. DOI: 10.1038/s41598-018-28199-y

56. �Wright MS, Suzuki Y, Jones MB, Marshall SH, Rudin SD, van Duin D, et al. 

Genomic and transcriptomic analyses of colistin-resistant clinical isolates of 

Klebsiella pneumoniae reveal multiple pathways of resistance. Antimicrob Agents 

Chemother. 2015 Jan;59(1):536-43. DOI: 10.1128/AAC.04037-14

57. �Fang J, Lai H, Deng M, Mei Y, Chen D, Hou T, et al. Mechanism of virulence 

polymorphism in CR-hvKp strains from the same source. Microbiol Spectr. 2025 

Jul;13(7):e0246424. DOI: 10.1128/spectrum.02464-24

58. �Long D, Zhu LL, Du FL, Xiang TX, Wan LG, Wei DD, et al. Phenotypical profile and 

global transcriptomic profile of Hypervirulent Klebsiella pneumoniae due to 

carbapenemase-encoding plasmid acquisition. BMC Genomics. 2019 Jun 

11;20(1):480. DOI: 10.1186/s12864-019-5705-2

59. �Bina XR, Weng Y, Budnick J, Van Allen ME, Bina JE. Klebsiella pneumoniae TolC 

contributes to antimicrobial resistance, exopolysaccharide production, and 

virulence. Infect Immun. 2023 Dec 12;91(12):e0030323. DOI: 10.1128/

iai.00303-23

60. �De Majumdar S, Yu J, Fookes M, McAteer SP, Llobet E, Finn S, et al. Elucidation 

of the RamA regulon in Klebsiella pneumoniae reveals a role in LPS regulation. 

PLoS Pathog. 2015 Jan 29;11(1):e1004627. DOI: 10.1371/journal.ppat.1004627

61. �Park S, Kim H, Ko KS. Reduced virulence in tigecycline-resistant Klebsiella 

pneumoniae caused by overexpression of ompR and down-regulation of ompK35. 

J Biomed Sci. 2023 Mar 31;30(1):22. DOI: 10.1186/s12929-023-00910-w

62. �Xie C, Bai Y, Li Y, Cui B, Cheng G, Liu J, et al. Revealing sRNA expression profiles 

of NDM-5-producing CRKp and explore the role of sRNA207 in NDM-5-producing 

CRKp resistance. Microbiol Spectr. 2024 Nov 7;12(12):e0153724. DOI: 10.1128/

spectrum.01537-24

Информация об авторах:

Губанов Сергей Вячеславович, студент 4-го курса биологического 
факультета Саратовского национального исследовательского 
государственного университета им. Н.Г.Чернышевского

Фурсов Михаил Васильевич, кандидат биологических наук, ведущий 
научный сотрудник отдела коллекционных культур Государственного 
научного центра прикладной микробиологии и биотехнологии 
Роспотребнадзора

Фурсова Надежда Константиновна, кандидат биологических наук, ведущий 
научный сотрудник отдела молекулярной микробиологии Государственного 
научного центра прикладной микробиологии и биотехнологии 
Роспотребнадзора

Information about authors:

Sergey V. Gubanov, 4th year student of the Faculty of Biology,  
N.G.Chernyshevsky Saratov National Research State University

Mikhail V. Fursov, PhD in Biological Sciences, Leading Researcher, 
Culture Collections Dep., State Research Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology of Rospotrebnadzor

Nadezhda K. Fursova, PhD in Biological Sciences, Leading Researcher, 
Molecular Microbiology Dep., State Research Center for Applied Microbiology 
and Biotechnology of Rospotrebnadzor



П р а в и л а  д л я  а в т о р о в

101

Правила оформления статей  
(основные положения)

Журнал «Бактериология» публикуется на рус-
ском языке (резюме статей и ключевые слова – 
на русском и английском языках), распространя-
ется на бумажном носителе и публикуется в 
электронной форме. 

К публикации принимаются эксперименталь-
ные и обзорные статьи, а также короткие со-
общения по прикладным и фундаментальным 
вопросам медицинской, ветеринарной и сель-
скохозяйственной бактериологии. Статьи при-
нимаются без ограничения объема от граждан 
любой страны на русском языке. По согласова-
нию с редакцией допускается публикация ре-
кламных материалов, соответствующих тема-
тике журнала.

Публикации, созданные в порядке выполне-
ния служебного задания, должны иметь направ-
ление от учреждения, в котором выполнена ра-
бота. В направлении следует указать, что пред-
ставленный материал ранее не был нигде опу-
бликован и не находится на рассмотрении для 
публикации в других изданиях (включая зару-
бежные). 

К публикации прилагается экспертное заклю-
чение организации об отсутствии ограничений 
для открытой публикации представленных мате-
риалов.

Материалы для публикации, включая сопрово-
ждающие документы, направляются в редакцию 
в электронной форме по адресу: info@obolensk.
org или bacteriology@obolensk.org. В  теме сооб-
щения следует указать «Бактериология».

Требования к оформлению статьи.

Экспериментальная статья должна состоять 
из разделов: введение, материалы и методы, 
результаты и обсуждение, список литературы. 

Рукопись должна быть подготовлена в тексто-
вом редакторе MS Word, шрифт – Times New 
Roman, размер – 14, межстрочный интервал – 
1,5, поля – 2 см. Статья должна включать резюме 
и ключевые слова на русском и английском язы-
ках. Нумерация всех страниц рукописи сквозная.

Краткие сообщения представляются без таблиц 
и рисунков. 

Статья должна быть подписана всеми автора-
ми, включая иностранных.

К статье следует приложить сведения об авто-
рах на русском и английском языках с указанием 
адреса, контактных телефонов (служебного и 
мобильного), факса и электронной почты с ука-
занием автора, ответственного за переписку 
с редакцией.

Заглавие статьи оформляется следующим об-
разом:

НАЗВАНИЕ СТАТЬИ
И. И. Иванов*, П. П. Петров**
*Первая организация, г. Москва, РФ 
**Вторая организация, Техас, США
E-mail
[далее текст аннотации и ключевые слова]

Текст статьи, включая резюме, список литера-
туры, подписи к  рисункам и таблицы, должны 
быть оформлены одним файлом, а каждый рису-
нок – отдельным файлом.

РЕЗЮМЕ статьи должно быть представлено 
на русском и английском языках, отражать ос-
новные полученные результаты и содержать не 
более 250 слов.

КЛЮЧЕВЫХ СЛОВ (словосочетаний) должно 
быть не более 10, на русском и английском язы-
ках.

Во ВВЕДЕНИИ (без заголовка) следует изло-
жить мотивацию написания данной работы и от-
дельным абзацем обозначить цель исследова-
ния. Дополнительно на английском языке.

Раздел МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕ- 
ДОВАНИЯ должен содержать сведения об объ-
екте исследования (включая источник получе-
ния, название коллекции) и краткое описание 
использованных методик, позволяющее их вос-
произвести (на ранее опубликованные и общеиз-
вестные методы дается ссылка); для приборов и 
реактивов указываются название фирмы на 
языке оригинала в кавычках и страны в скобках.

Следует использовать общепринятые совре-
менные сокращения мер, физических, химиче-
ских и математических величин, терминов и т.д. 
Единицы измерения должны даваться в  едини-
цах СИ (Система Интернациональная). Обозна- 
чения мутантных и рекомбинантных форм ми-
кроорганизмов следует приводить в соответ-
ствии с международными правилами. Для трех-
буквенного обозначения генов бактерий исполь-
зуются строчные буквы (курсив).

Рисунки и таблицы размещаются в тексте ста-
тьи в соответствии с пожеланиями авторов. 
Кроме того, черно-белые и цветные рисунки (в 
формате *.jpg) прилагаются к статье в виде от-
дельных файлов (ris1.jpg, ris2.jpg и т.д.)

Сведения о финансовой поддержке работы при-
водятся в конце текста статьи перед списком лите-
ратуры.



102

Бактериология, 2025, т. 10, №3, с. 101–102

Bacteriology, 2025, volume 10, No 3, p. 101–102

В СПИСКЕ ЛИТЕРАТУРЫ указываются авто-
ры, название статьи, название журнала или 
сборника, год, номер, страницы. Для названия 
журналов используются общепринятые сокра-
щения (http://www.nlm.nih.gov/).

В случае невыполнения настоящих правил 
оформления статья не принимается и отсылает-
ся авторам на доработку.

Редакция оставляет за собой право редакти-
ровать статьи по согласованию с автором.

Присланные в редакцию статьи проходят про-
цедуру рецензирования. В случае отклонения 
статьи редакция направляет автору мотивиро-
ванный отказ.

Публикация – бесплатная.

Статьи направлять по адресу:
142279, Московская область,
г.о. Серпухов, р.п. Оболенск,

Территория «Квартал А», д. 24,
ФБУН ГНЦ ПМБ

Тел. (4967) 36-00-46  
Факс (4967) 36-00-10

E-mail: info@obolensk.org  
или  

bacteriology@obolensk.org


