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в популяции клинических изолятов Enterococcus spp.
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Антагонизм – тип симбиотических отноше-

ний между организмами, в результате которых 

один из участников взаимодействий (антагонист) 

получает селективное преимущество в борьбе за 

выживание за счёт конкурентных свойств. Меха-

низмы реализации антагонистической активности 

микроорганизмов разнообразны: конкуренция за 

трофические субстраты и сайты адгезии, высокая 

ферментативная активность, закисление среды, 

изменение окислительно-восстановительного по-

тенциала, выделение антагонистически активных 

метаболитов – бактериоцинов [1]. 

К продукции бактериоцинов и бактерио-

циноподобных субстанций способны многие 

молочнокислые микроорганизмы, в том числе 

бактерии рода Enterococcus, что обеспечивает им 

конкурентное преимущество в определённых эко-

логических нишах, способствуя селекции наиболее 

жизнеспособных штаммов, успешной колонизации 

биотопа [2].

Бактериоцины энтерококков являются в на-

стоящее время объектом детального изучения во 

многих странах [3, 4]. Однако основной имеющийся 

пул данных по этому вопросу посвящён энтеро-

цинам симбиотических штаммов [5, 6]. Между 

тем известно, что антагонистическая активность 

микроорганизмов, реализуемая в том числе и за счёт 

продукции антагонистически активных метаболи-

тов, является одним из дополнительных факторов 

вирулентности и персистенции патогенных бак-

терий. Информация о распространённости генов 

бактериоциногении в популяции клинических 

изолятов энтерококков, выделенных от животных 

с инфекционно-воспалительными заболевания-

ми, отсутствует. Не изучены связь генетических 

детерминант, кодирующих синтез энтероцинов, 

с биотопами локализации возбудителя. 

Всё вышеизложенное и предопределило цель 

настоящего исследования – охарактеризовать 

распространённость генов бактериоциногении 

в популяции клинических изолятов энтерококков, 

выделенных от животных.

Материал и методы исследования. В работе изу-

чено 42 штамма энтерококков. В зависимости от 

источника выделения культуры энтерококков были 

разделены на три группы. Первую группу представ-

ляли изоляты E. casseliflavus и E. hirae, выделенные 

из секрета молочных желёз коров, больных масти-

том. Во вторую группу были отнесены 15 изолятов 

видов E. faecium, E. faecalis, E. durans, E. avium, вы-

деленные из экскрета половых органов самок при 

эндометритах. В третью группу входили культуры 

энтерококков (E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, 

E. flavescens), изолированные из гнойного экссудата 

при абсцессах, флегмонах и отитах – 25 штаммов. 

При помощи ПЦР у энтерококков определяли 

гены, кодирующие синтез известных бактериоци-

нов: энтероцин А – entA, энероцин В – entB, энте-

роцин Р – entP, энтероцин L50A – entL50A, энтеро-

цин L50B – entL50B, энтероцин AS-48 – entAS-48, 

цитолизин – cylLs [7]. Для ПЦР-амплификации 

применяли известные праймеры (табл.), синтези-

рованные компанией «СИНТОЛ» (Россия).

ПЦР проводили в термоциклере «Терцик» (ДНК-

технология, Россия). Реакционная смесь включала 

1 мкл бактериального лизата, по 0,5 мкл специфи-

ческих праймеров, 0,8 мкл дезоксирибонуклеозид-

трифосфатов (10 mM, Thermo Scientific, США), 2,5 

мкл 10×ПЦР-буфера (Хеликон, Россия), 1,5 мкл 

хлорида магния (25 mM, Fermentas, Литва), 1 мкл 

фермента Taq-полимеразы (5 ед/мкл, Хеликон, 

Россия). Реакционную смесь доводили до 25 мкл 

водой без нуклеаз (Fermentas, Литва). 

ПЦР для выявления генов, кодирующих синтез 

энтероцинов, проводили по протоколу: для генов 

entA, и Cyl 1 цикл – 95 °С, 5 мин.; 30 циклов – 95°С, 

30 с., 58 °С, 30 с., 72 °С, 30 с.; 1 цикл элонгации – 

72 °С, 5 мин. Для генов entB, entP, entAS-48, entL50A 

и entL50B температура отжига праймеров составляла 

56 °С. Полученные в результате первой амплифика-

ции ПЦР-продукты генов entA и entB использовались 

в качестве матрицы (по 0,2 мкл) для проведения 

второй ПЦР с применением «вложенных» праймеров 

по протоколам для соответствующих генов (табл.).

Продукты амплификации генов анализиро-

вали путём электрофоретического разделения 

в горизонтальном в 1,5 – 2-процентном агарозном 

геле, содержащем бромистый этидий. Результаты 
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визуализировали в ультрафиолетовом свете. По-

ложительное заключение о наличии гена делали 

при обнаружении светящейся полосы определён-

ной молекулярной массы, которую устанавливали 

по линейке молекулярных масс GeneRuler 100 bp 

DNA Ladder (Fermentas, Литва).

Полученные данные были обработаны стати-

стически [8].

Результаты исследования. При исследовании 

клинических изолятов Enterococcus spp. на наличие 

генетических детерминант бактериоциногении 

обнаружено, что 13 культур (31,0±7,14 %) обла-

дали тем или иным геном, кодирующим синтез 

энтероцинов. 

Среди этиологически значимых культур энте-

рококков распространённость генов, кодирующих 

синтез бактериоцинов, изменялась в зависимости 

от локализации возбудителя. Так, наиболее часто 

генетические детерминанты бактериоциногении 

выявлялись у штаммов, выделенных из секрета 

молочных жёлез при маститах (100 %) и среди 

культур Enterococcus spp., изолированных из экс-

крета половых органов самок (53,3±11,76 %). 

У культур второй группы, выделенных из материала, 

в норме не содержащего микроорганизмов, гены 

бактериоциногении встречались значительно реже 

(12,0±6,50 % Р<0,001).

Выявленная закономерность, вероятно, связана 

с потребностью энтерококков в конкретных фак-

торах патогенности для успешной колонизации 

определённого биотопа. Так, широкая распростра-

нённость генов, кодирующих синтез энтероцинов, 

среди культур, выделенных из половых органов 

самок и секрета молочных желёз, вероятно, по-

зволяет им адаптироваться в экологических нишах 

с большим видовым разнообразием и высокой 

плотностью заселения биотопа, обеспечивая конку-

рентное преимущество за счёт бактериоциногенной 

активности. 

Самым распространённым в популяции этиоло-

гически значимых энтерококков оказался ген энте-

роцина B (38,5±13,50 %), который был обнаружен 

только в геноме культур, выделенных из экскрета 

половых органов самок и секрета молочных желёз 

при мастите. 

Генетическую детерминанту cylLs, кодирующую 

синтез структурной субъединицы цитолизина, чаще 

регистрировали у изолятов E. faecalis – возбудителей 

эндометрита, чем у культур из раневого экссудата. 

Частота её обнаружения составила 23,1±11,69 % 

и 7,7 % случаев соответственно.

Гены энтероцина A и P обнаружены соответ-

ственно у 15,4±10,01 % и 23,1±11,69 % non-faecalis 

штаммов энтерококков, изолированных из разных 

биотопов (рис.). 

Среди культур Enterococcus spp. изолятов, со-

держащих генетические детерминанты энтероцинов 

AS-48, L50A и L50B, выявлено не было. Из литера-

турных данных известно, что гены вышеуказанных 

бактериоцинов расположены в плазмидах, которые 

не являются жизненно необходимым компонентом 

генома и часто элиминируются. В то время как 

генетические детерминанты бактериоциногении 

A, B и P, локализуясь в хромосомах бактериальных 

клеток, находятся в более стабильном состоянии 

[9]. Вероятно, это объясняет выявленное нами 

преобладание генов энтероцинов A, B и P в по-

пуляции Enterococcus spp.

Все культуры энтерококков имели в геноме одну 

генетическую детерминанту бактериоциногении. 

Исключением явился изолят Е. durans, который 

содержал комплекс из двух генов бактериоцино-

гении: entВ и entP.

Генами, кодирующими синтез энтероцинов, 

культуры E. faecalis обладали в значимо меньшем 

проценте случаев (21,2±7,11 %) по сравнению с изо-

лятами non-faecalis видов (77,8±13,85 %; (Р<0,001). 

Ранее была выявлена широкая распространённость 

Праймеры, использованные для выявления генов бактериоцинов Enterococcus spp. 

(Foulquié Moreno M.R. et al., 2003)

Ген Праймер Последовательность 5´-3´ Размер продукта 
реакции, п.о.

entА AF
AN
AR

GGTACCACTCATAGTGGAAA AATGTACGGTCGATTGGGCCA
CCCTGGAATTGCTCCACCTAA

138

entB BF
BN
BR

CAAAATGTAAAAGAATTAAGTACG 
AACTTATCTAAAGGTGGAGCA AGAGTATACATTTGCTAACCC

201

entP PF
PR

GCTACGCGTTCATATGGTAAT TCCTGCAATATTCTCTTTAGC 87

entAS-48 AS-48F
AS-48R

GAGGAGTATCATGGTTAAAGA ATATTGTTAAATTACCAA 339

entL50A L50AF
L50AR

ATGGGAGCAATCGCAAAATTA TTTGTTAATTGCCCATCCTTC 98

entL50B L50BF
L50BR

ATGGGAGCAATCGCAAAATTA TAGCCATTTTTCAATTTGATC 274

cylLs cylLs1
cylLs2

GAAGCACAGTGCTAAATAAGG
GTATAAGAGGGCTAGTTTCAC

240
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генетических детерминант вирулентности среди 

культур E. faecalis, выделенных из клинического 

материала, в то время как среди изолятов энте-

рококков других видов гены, кодирующие синтез 

факторов патогенности, обнаружены не были [10]. 

Полученные нами результаты позволяют пред-

положить, что клиническая значимость non-faecalis 

видов энтерококков связана с бактериоциногенной 

активностью, что подтверждает факт широкого 

распространения генов, кодирующих синтез эн-

тероцинов, среди указанных культур. 

Выводы.
1. В популяции этиологически значимых 

изолятов энтерококков выявлена широкая рас-

пространённость генов, кодирующих синтез бак-

териоцинов.

2. Пенетрантность генетических детерминант 

бактериоциногении зависела от источника вы-

деления клинических изолятов Enterococcus spp. 

и нарастала в ряду: гнойный экссудат – экскрет 

половых органов самок – секрет молочных желёз.

3. Продукция бактериоцинов является одним из 

механизмов реализации патогенного потенциала 

энтерококками – возбудителями инфекционно-

воспалительных заболеваний животных.
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Рис. – Распространённость генов, кодирую-

щих синтез энтероцинов, в популяции клиниче-

ских изолятов Enterococcus spp.: 

гены entA – энтероцин А, entB – энтероцин В, entP – 
энтероцин Р, cylLs – структурная субъединица цитоли-
зина, entL50A – энтероцин L50A, entL50B – энтероцин 
L50B, entAS-48 – энтероцин AS-48.
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Использование солей микроэлементов в ра-

ционе животных призвано удовлетворить потреб-

ности в эссенциальных веществах, участвующих 

в различных обменных процессах. В то же время 

в последние годы большое внимание приобретает 

проблема внесения с кормом пробиотических 

препаратов [1], которые имеют ряд несомненных 

преимуществ. Созданные на основе представи-

телей нормальной микрофлоры кишечника [2], 

они способствуют повышению иммунитета [3], 

улучшению переваримости пищи, а также спо-

собны повышать качество мяса и продуктивность 

сельскохозяйственных животных и птиц [4, 5]. 

Кроме того, совместное применение пробиотиков 

с антибиотиками способствуют сохранению нор-

мальной микрофлоры кишечника и препятствует 

колонизации патогенными микроорганизмами 

[6]. Применение пробиотических препаратов 

совместно с солями макро- и микроэлементов 

способствует повышению продуктивности жи-

вотных по сравнению с их отдельным внесением 

[7]. Однако такое совместное применение требует 

оценки влияния солей макроэлементов на про-




