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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность проблемы и степень ее разработанности 

Рабочие поверхности и воздушные пространства обитаемых помещений на Земле 

характеризуются микробными сообществами, состоящими из различных видов бактерий и 

грибов. С помощью влажной уборки и естественной вентиляции в жилых и рабочих по-

мещениях количество микроорганизмов снижают, хотя оно остается достаточно высоким. 

Однако во многих асептических помещениях, например, родильных отделениях, операци-

онных, цехах для производства медицинских препаратов и других, количество микроор-

ганизмов на поверхностях оборудования и в воздухе поддерживают на минимальном 

уровне уже с помощью воздушных фильтров, дезрастворов, УФ-излучения. Лабораторные 

комнаты для отбора проб крови в больницах являются одним из видов таких асептических 

помещений. Микроорганизмы в лабораторных комнатах уничтожаются воздействием УФ-

излучения и дезинфицирующих средств, обладающих мутагенным действием. Выжившие 

после такой антисептической обработки микроорганизмы часто оказываются устойчивы-

ми к лекарственным препаратам, что может быть связано еще и с тем, что пациенты ле-

чебных учреждений часто подвергаются бесконтрольному лечению различными антибио-

тиками (Nikaido, 2009; Freedberg et al., 2016). 

Другим видом асептических помещений является российский сегмент Международ-

ной космической станции (РС МКС), который представляет собой закрытую искусствен-

ную среду в космосе с собственной экологической нишей, характеризующейся несколь-

кими уникальными для микроорганизмов параметрами, такими как радиация, изолиро-

ванность и микрогравитация (Quagliariello et al., 2022). При этом, в отличие от наземных 

асептических помещений, например лаборатории для отбора анализов крови, на РС МКС 

длительное время сохраняется постоянный экипаж и формируется устойчивая микробиота 

из-за отсутствия постоянного притока новых штаммов микроорганизмов. Кроме того, в 

герметичной МКС, которая насыщена сложнейшим оборудованием и где работает экипаж, 

не применяются некоторые традиционные на Земле методы борьбы с микроорганизмами – 

УФ-облучение, ядовитые дезинфицирующие растворы, газы (Novikova et al., 2006). Грибы 

и бактерии, обитающие на борту МКС, могут нарушать работу систем жизнеобеспечения, 

представлять опасность для здоровья космонавтов и вызывать коррозию оборудования, 

поэтому на пилотируемых космических аппаратах большое внимание уделяется постоян-

ному мониторингу состава микробных сообществ (Mora et al., 2016). Установлено, что на 

МКС одной из самых распространенных групп микроорганизмов являются спорообразу-

ющие бактерии рода Bacillus. Некоторые виды этого рода способны вызывать такие забо-

левания, как пищевые отравления, диарея, эндокардит, менингит, сепсис и другие формы 
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генерализованной бактериальной инфекции (Ehling-Schulz et al., 2019; Furuta et al., 2022). 

Однако информации о клинических характеристиках бактерий рода Bacillus, обитающих в 

асептических помещениях, в частности, их устойчивости к антибиотикам, еще очень мало 

и она носит противоречивый характер. Так, есть основания считать, что в условиях МКС 

бактерии могут приобретать повышенную устойчивость к антибиотикам в результате воз-

действия микрогравитации, космического излучения, образования биопленок, горизон-

тального переноса генов (Hall, Mah, 2017). Однако есть данные и об отсутствии на МКС 

резистентных к антибиотикам бактерий по сравнению с искусственной замкнутой средой 

на Земле (Mora et al., 2019). Поэтому изучение резистентности к антибиотикам у штаммов 

бацилл из асептических помещений, а также механизмов, генетических детерминант и 

возможностей распространения антибиотикоустойчивости в микробиомах этих помеще-

ний является актуальной задачей, направленной на обеспечение выбора адекватных мето-

дик лечения заболеваний, вызываемых обитающими в них бактериями рода Bacillus. Это 

особенно важно в условиях МКС, где медицинская помощь ограничена. 

 
Цель и задачи работы.  

Целью работы было выделение с рабочих поверхностей РС МКС и лаборатории для 

отбора проб крови изолятов бактерий рода Bacillus, их идентификация, определение 

устойчивости к ряду клинически значимых антибиотиков, а также выявление возможных 

механизмов и генетических детерминант этой резистентности. 

В соответствии с целью работы были поставлены следующие задачи: 

1. Выявить доминирующие на поверхностях оборудования РС МКС и больничной лабора-

тории виды бактерий рода Bacillus.  

2. Получить чистые культуры этих бактерий и идентифицировать их с помощью анализа 

гена 16S рРНК, методами MALDI-TOF и полногеномного секвенирования.  

3. Создать и поддерживать коллекцию штаммов бактерий рода Bacillus, выделенных из 

проб РС МКС и больничной лаборатории. 

4. Исследовать устойчивость выделенных с РС МКС и из больничной лаборатории штам-

мов бактерий рода Bacillus к 19 клинически значимых антибиотикам, в том числе к 9 ан-

тибиотикам – имипенему, меропенему, ципрофлоксацину, левофлоксацину, норфлоксаци-

ну, ванкомицину, эритромицину, клиндамицину, линезолиду, рекомендованным Европей-

ским комитетом по тестированию на чувствительность к противомикробным препаратам 

(EUCAST, 2021-2023).  

5. Определить у резистентных к антибиотикам штаммов бактерий рода Bacillus возмож-

ные механизмы устойчивости к этим антибиотикам. 
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6. Выявить генетические детерминанты резистентности к антибиотикам у устойчивых к 

антибиотикам штаммов бацилл на основе полногеномного секвенирования резистентных 

штаммов.  

7. Определить потенциальную возможность распространения резистентности к исследо-

ванным антибиотикам в бактериальных сообществах РС МКС и больничной лаборатории. 

Научная новизна работы. 

Показано, что на поверхностях оборудования таких асептических помещений, как 

РС МКС и больничная лаборатория, присутствуют штаммы, принадлежащие всего к не-

скольким видам рода Bacillus– B. cereus, B. subtilis, B. safensis, B. amyloliquefaciens, B. 

pumilus, B. licheniformis, B. paralicheniformis. При этом из 26 выделенных из РС МКС 

штаммов бацилл 6 штаммов принадлежали к виду B. paralicheniformis, принадлежность к 

которому удалось установить только с помощью полногеномного секвенирования.  

Изучена резистентность штаммов бацилл с РС МКС и больничной лаборатории к 19 

клинически значимым антибиотикам. Установлена устойчивость выделенных штам-

мов к 18 из 19 исследованных антибиотиков, в зависимости от штамма. Впервые 

определена резистентность бацилл, выделенных с РС МКС, к 9 антибиотикам – имипе-

нему, меропенему, ципрофлоксацину, левофлоксацину, норфлоксацину, ванкомицину, 

эритромицину, клиндамицину, линезолиду, рекомендованным EUCAST 2021-2023 для 

подавления роста бацилл. Установлена устойчивость выделенных штаммов к 18 из 19 ис-

следованных антибиотиков – пенициллину, ампициллину, цефазолину, цефуроксиму, це-

фтриаксону, цефоперазону, цефтазидиму, цефепиму, спектиномицину, имипенему, меро-

пенему, ципрофлоксацину, левофлоксацину, норфлоксацину, ванкомицину, эритромици-

ну, клиндамицину и линезолиду.  

Показано, что многие штаммы бацилл, выделенные с РС МКС и больничной лабора-

тории, в том числе условно-патогенные B. cereus LR2HG21, B. cereus HSA01, B. cereus 

HSA03, B. cereus HSA12, обладают множественной лекарственной устойчивостью (МЛУ) 

– резистентностью к нескольким структурно и функционально не родственным антибио-

тикам, таким как β-лактамы, фторхинолоны, оксазолидиноны, аминогликозидам. 

Установлено, что резистентность B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 и B. 

safensis SE192 к пенициллину, ампициллину, имипенему, меропенему, цефуроксиму, це-

фтриаксону, цефоперазону, цефтазидиму, цефепиму и спектиномицину, в зависимости от 

штамма, может обеспечивать система эффлюкс-насосов, функционирующих за счет элек-

трохимического потенциала клеточной мембраны и гены TEM-116, BcI, BcII, APH(3’)-IIa, 

кодирующие соответственно β-лактамазу расширенного спектра действия (БЛРС), сери-

новую β-лактамазу I, β-лактамазу II и аминогликозид-3'-О-фосфотрансферазу. 
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Резистентность к эритромицину и (или) клиндамицину B. paralicheniformis SE71, 

SE131, SE181, SE182, SE183, B. cereus SE43, B. subtilis SE15, SE171, в зависимости от 

штамма, обеспечивает ген ermD, кодирующий эритромицин-резистентную метилазу, а 

также гены mphL и mphK, кодирующие макролидные фосфотрансферазы (Mphs). 

Теоретическая и практическая значимость работы 

Создана коллекция из 31 штамма бактерий рода Bacillus, выделенных с поверхности 

оборудования РС МКС и больничной лаборатории и идентифицированных путем иссле-

дования их морфологических, культуральных, физиолого-биохимических признаков, ана-

лиза гена 16S рРНК, методами MALDI-TOF и полногеномного секвенирования. 

Результаты определения резистентности штаммов бацилл, выделенных с поверхно-

сти оборудования РС МКС и больничной лаборатории, к 19 клинически значимым анти-

биотикам, действующим на штаммы бактерий рода Bacillus, в том числе к 9 антибиотикам 

– имипенему, меропенему, ципрофлоксацину, левофлоксацину, норфлоксацину, ванкоми-

цину, эритромицину, клиндамицину, линезолиду, рекомендованным EUCAST в качестве 

препаратов для подавления роста бацилл (EUCAST 2021-2023), позволяет рекомендовать 

некоторые антибиотики из этого ряда, устойчивость бацилл к которым отсутствует, для 

лечения возможных вспышек инфекций, вызываемых штаммами бацилл на борту РС 

МКС.  

Обнаружение на борту РС МКС и в больничной лаборатории штаммов бацилл, об-

ладающих высокой устойчивостью в отношении многих антибиотиков, установление 

множественной лекарственной устойчивости (МЛУ) у некоторых из этих штаммов, а так-

же потенциальной возможности распространения механизмов резистентности в результа-

те горизонтального переноса генов, как это может быть в случае с генами TEM-116, BcI и 

BcII, свидетельствует о необходимости постоянного мониторинга асептических помеще-

ний, особенно РС МКС, с целью своевременного предупреждения возможных потенци-

альных рисков, которые могут представлять некоторые из штаммов бацилл для здоровья 

людей с ослабленным иммунитетом – например, космонавтов в результате их работы в 

экстремальных условиях длительного космического полета. 

Результаты исследований могут быть использованы при чтении курса лекций «Ме-

дицинская микробиология», проводимых для студентов кафедры микробиологии биоло-

гического факультета МГУ. 

Методология и методы исследования 

Основой методологии в диссертационной работе являлось использование современ-

ных методов микробиологии, физиологии и биохимии микроорганизмов, молекулярной 

биологии и статистики, необходимых для обработки результатов исследований. 
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Положения, выносимые на защиту: 

1. На поверхностях оборудования РС МКС и больничной лаборатории в большом 

количестве присутствуют бактерии нескольких видов рода Bacillus.  

2. Штаммы бацилл, выделенные с РС МКС и больничной лаборатории, устойчивы ко 

многим клинически значимым антибиотикам. Некоторые штаммы бацилл, в том числе 

условно-патогенного вида B. cereus, обладают множественной лекарственной устойчиво-

стью.  

3. Резистентность к антибиотикам у бацилл с РС МКС и медицинской лаборатории 

обеспечивается одним или одновременно несколькими механизмами защиты, такими 

как инактивация антибиотика, изменение мишени, эффлюкс. 
4. Гены устойчивости к антибиотикам у бацилл с РС МКС и медицинской лаборато-

рии закодированы в хромосомах и/или плазмидах.  

Степень достоверности и апробация результатов 

Диссертационная работа является самостоятельным научным исследованием соиска-

теля. Достоверность результатов диссертационной работы Еникеева Р. обеспечена значи-

тельным количеством проведенных экспериментальных исследований с использованием 

современных методов исследования, рекомендованных российским и международным 

научным сообществом. Основные положения и результаты научно-квалификационной ра-

боты были представлены и обсуждены на конференциях разного уровня, посвященных 

проблемам микробиологии и медицины: 

- 2-й Российский микробиологический конгресс в Саранске, 2019.  

- Всероссийская конференция с международным участием "Микробиология: вопро-

сы экологии, физиологии, биотехнологии" в Москве, 2019. 

- Международная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоно-

сов-2020». 

- Международная конференция студентов, аспирантов и молодых ученых «Ломоно-

сов-2021». 

Эти работы подтверждают вклад исследователя в развитие научного понимания 

устойчивости к антибиотикам у штаммов бактерий рода Bacillus, обитающих в уникаль-

ных условиях асептических помещений, таких как Международная космическая станция, 

а также в более традиционных медицинских контекстах, подчеркивая значимость и акту-

альность выполненной работы. 

Структура работы 

Диссертационная работа изложена на 150 страницах машинописного текста и вклю-

чает 22 рисунков и 17 таблиц. Работа состоит из введения, 7 глав (обзор литературы, ма-



 11 

териалы и методы, результаты и обсуждение), заключения, выводов и списка использо-

ванной литературы, содержащего 245 наименований. 

Публикации 

По материалам диссертационной работы опубликовано 3 печатные работы, среди 

них 3 статьи в журналах, индексируемых в базах данных WoS, Scopus и RSCI, рекомендо-

ванных для защиты в диссертационном совете МГУ имени М.В. Ломоносова. В статьях, 

опубликованных в соавторстве, основополагающий вклад принадлежит соискателю. 

Личный вклад автора 

Личное участие автора заключалось в сборе и анализе литературных источников по 

теме исследования, определении цели работы, осуществлении выбора путей решения за-

дач, выполнении экспериментальных исследований, включая изучение морфологических, 

культуральных и физиолого-биохимических признаков бактерий, анализ гена 16S рРНК, 

MALDI-TOF, изучение резистентности штаммов к разным антибиотикам, определение 

механизмов устойчивости, установление генетических детерминант устойчивости с ис-

пользованием базы данных The Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD), в 

статистическом анализе полученных результатов, подготовке материалов для публикаций, 

в представлении устных и постерных докладов на конференциях. 

Благодарности 

Автор выражает искреннюю благодарность и глубокую признательность за неоце-

нимую помощь, всестороннюю поддержку и ценные советы при выполнении работы: 

научному руководителю, д.б.н., доц. кафедры микробиологии биологического факультета 

МГУ Леониду Михайловичу Захарчуку, член-корр. РАН, д.б.н., профессору Елизавете 

Александровне Бонч-Осмоловской, к.б.н., доц. Наталье Юрьевне Татариновой, к.б.н., ст. 

н. с. Елизавете Николаевне Виноградовой. Особая благодарность к.б.н., в.н.с. Татьяне 

Анатольевне Алеховой за предоставление проб с РС МКС.  

  

 

 

 

  



 12 

РАЗДЕЛ 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ 

Глава 1. Характеристика МКС и микробного сообщества станции 

1.1. Общая характеристика МКС 

Международная космическая станция (МКС) — это пилотируемая орбитальная 

станция, используемая как многоцелевой космический исследовательский комплекс. Она 

функционирует на орбите с 20 ноября 1998 года по настоящее время.  

МКС является крупнейшей пилотируемой космической платформой на низкой 

околоземной орбите (~ 400 км над поверхностью Земли) и представляет собой герметично 

закрытую систему, подверженную воздействию микрогравитации, космического излуче-

ния (радиации), повышенного содержания СО2 и рециркуляции воздуха через фильтры 

HEPA и считается “экстремальной средой” (Yamaguchi et al., 2014; Checinska et al., 2015). 

В течение последних 26 лет на ней постоянно обитает международное сообщество астро-

навтов и космонавтов, занимающихся космическими исследованиями. МКС, представля-

ющая собой закрытое пространство, характеризуется собственной экосистемой, сформи-

рованной микроорганизмами и людьми. 

1.2. Факторы космического полета 

1.2.1. Космическое излучение (ионизирующееизлучение) 

На высоте орбиты 350-400 км МКС находится над магнитосферой Земли. Это при-

водит к тому, что космонавты подвергаются действию более высоких доз ионизирующего 

излучения (Checinska-Sielaff et al., 2019). Основными источниками излучения являются 

галактические космические лучи (энергетические частицы из-за пределов нашей Солнеч-

ной системы), частицы, захваченные магнитным полем Земли (радиационный пояс/пояс 

Ван Аллена), и энергетические частицы, образованные вспышками на Солнце. Высоко-

энергетические протоны и тяжелые ионы исходят от Солнца и других частей космоса. 

Космическая радиация в результате проникновения в вещество отщепляет от атомов элек-

троны с образованием положительных и отрицательных ионов, поэтому космическое из-

лучение является ионизирующим излучением. Клетки и ткани живых организмов повре-

ждаются при действии космического излучения в результате образования ионов, наруша-

ющих биохимические реакции клеток. Космическое излучение на 75% состоит из ядер во-

дорода (протонов) остальные 25% составляют ядра гелия (альфа-частицы).  

Средняя суммарная доза радиации, которую человек на Земле получает от есте-

ственных наземных источников и медицинских процедур, составляет менее 0,005 Зиверта 

(Зв) в год. Стандартная доза облучения, связанная с рентгенограммой грудной клетки, со-

ставляет 0,02 мкЗв. На орбитальных высотах, близких к высоте МКС, эквивалентная доза 

для космонавтов составляет около 0,3 Зв в год (Horneck et al., 2010). МКС получает свет и 
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тепло от Солнца, при этом до станции доходят и коротковолновые излучения Солнца – 

ультрафиолетовое и корпускулярное. Большая часть этого УФ-излучения с длиной волны 

от 10 до 300 миллимикрон не может проникать через иллюминаторы МКС и поэтому не 

опасна для живых организмов. Однако УФ-излучение в условиях космического вакуума 

может повреждать материала кабины и оборудование МКС. От Солнца к МКС поступают 

и лучи с длиной волны менее 10 миллимикрон, представляющие корпускулярное излуче-

ние Солнца. Эта корпускулярная радиация опасна способностью образовывать озон и по-

вреждать материалы космических скафандров (Quagliariello et al. 2022). 

Влияние на человека ионизирующего излучения, особенно космической радиации, 

изучено недостаточно. Для обеспечения безопасности длительных космических полетов 

необходимо изучить влияние космической радиации сначала на простейшие живые орга-

низмы (бактерии, дрожжи), растения, насекомые и животные (Кудряшов, 2004). 

1.2.2. Невесомость (микрогравитация) 

Изменения минеральной плотности костной ткани, мышечной массы и работы мышц 

являются наиболее изученными физиологическими эффектами микрогравитации, связан-

ной с космическими путешествиями человека. Потеря минеральной плотности костной 

ткани в условиях микрогравитации хорошо задокументирована. Серьезные последствия 

потери минеральной плотности костей (например, переломы и образование камней в поч-

ках), способны осложнить длительное пребывание на космической станции.  

Невесомость, естественно, является значительным физиологическим стрессом для 

всех обитателей космического корабля, в том числе микроорганизмов. В связи с этим изу-

чение влияния невесомости на живые организмы является важной составляющей освоения 

длительных космических полетов (Vico et al., 2000; Checinska-Sielaff et al., 2019). 

1.2.3. Барометрическое давление 
В земных условиях человек и животные находятся на уровне моря при атмосферном 

давлении, равном 1 кг/см2 (760 мм). Российский скафандр «Орлан» находится под давле-

нием 40 кПа. Переход от атмосферного давления к вакууму при разгерметизации шлюза 

вызывает у космонавтов, выходящих в открытый космос, значительный декомпрессион-

ный стресс. Так, перед выходом в открытый космос астронавты выполняют протокол 

предварительного дыхания кислородом, снижающий уровень азота в тканях. Астронавтов 

учат распознавать симптомы декомпрессионной болезни (Thirsk et al., 2009). 

1.2.4. Повышенное содержание углекислоты 

В соответствии с требованиями ГОСТ 30494-2011 нормой содержания СО2 в жилых 

помещении является 800 ppm. (около 0,08%) при этом допускается повышение концен-

трации СО2 до 1000-1400 ppm. в течение нескольких часов. При предельной концентрация 
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СО2 в воздухе на уровне 0,5% (5000 ppm) человек может находиться не более 8 часов. В 

условиях МКС требования НАСА позволяют содержание СО2 в воздухе станции до 0,08% 

(800 ppm). Однако в реальности НАСА старается держать на МКС уровень не выше 500 

ppm. (0,05%) (ISSMORD. 2005). Смертельным считается содержание углекислоты в воз-

духе 1,5 % (15000 ppm). Следует отметить, что патогенные бактерии для роста требуют 

повышенного содержания СО2 (до 5%) в газовой фазе (Зверев, Бойченко, 2019). 

1.2.5. Температура 

Температура на МКС поддерживается на уровне от 23 до 28°С, влажность 70%. На 

Земле тепло передается по воздуху посредством теплопроводности или конвекции, но, в 

космосе отсутствует воздух, таким образом единственным способом передачи тепла яв-

лется излучение (Quagliariello et al., 2022). 

Находясь на орбите, МКС испытывает широкий диапазон температур. Поскольку 

она постоянно вращается вокруг планеты, то иногда находится над освещенной солнцем 

стороне Земли, а иногда над темной стороной. Когда МКС обращена к солнцу, температу-

ра внешней стороны составляет около +120°С, а когда станция находится со стороны 

нашей планеты, которая полностью загораживает солнце, температура падает до -157°С. 

Исходя из того, что на МКС происходит примерно 16 восходов и 16 закатов за одни 

сутки, можно представить какие резкие перепады температуры испытывает корпус МКС. 

Для того, чтобы тепловое излучение не повышало внутреннюю температуру станции, 

корпус покрыт «одеялом» с высокой отражающей способностью, называемым «много-

слойной изоляцией». Этот отражающий слой не только задерживает солнечную радиа-

цию, но и защищает МКС от низких температур космоса (Thirsk et al., 2009). 

Избыточное тепло, вырабатываемое на борту МКС, взаимодействует с набором теп-

лообменников, формирующих систему активного терморегулирования. Отработанное 

тепло на борту МКС удаляется двумя способами – с помощью охлаждающих пластин и 

теплообменников, обе системы связаны с контуром циркулирующей воды. Холодная вода 

проходит через теплообменные устройства и поглощает от них тепловую энергию. По-

скольку теплонесущая холодная вода быстро замерзла бы при низких температурах кос-

моса, отработанное тепло еще раз проходит через петлю, только на этот раз петля содер-

жит жидкий аммиак вместо холодной воды. Жидкий аммиак замерзает при более низкой 

температуре, чем вода (-77°С), поэтому аммиак проходит через радиаторы и «сбрасывает» 

тепло в космос в виде инфракрасного излучения (Thirsk et al., 2009). 

1.3. Влияние космического излучения на микроорганизмы 
Радиация приводит к биологическим эффектам путем генерации мутаций либо пу-

тем прямого поглощения энергии биомолекулами (белками и нуклеиновыми кислотами), 



 15 

либо косвенно через взаимодействие биомолекул с радиационно-индуцированными ради-

калами, которые генерируются различными окружающими процессами (Horneck et al., 

2010; Huang et al., 2018). ДНК подвержена повреждению радиацией из-за образования 

двухцепочечных разрывов, которые в конечном итоге приводят к мутациям, как это 

наблюдается у E. coli, B. subtilis и Deinococcus radiodurans (Zimmermann et al., 1994). Мик-

роорганизмы обладают несколькими механизмами репарации ДНК, либо путем гомоло-

гичной рекомбинации, либо путем негомологичного присоединения концов. Однако спо-

собность переносить радиацию зависит от степени, в которой организм может восстанав-

ливать ДНК с помощью путей репарации ДНК; например, D. radiodurans примерно в 5 раз 

более устойчив к ионизирующему излучению, чем споры B. subtilis. Степень этой способ-

ности восстанавливать ДНК, в основном через негомологичное соединение концов 

(NHEJ), приводит к мутациям и, таким образом, отвечает за степень выживаемости мик-

роорганизмов в присутствии космического излучения (Della et al., 2004; Gong et al., 2005; 

Senatore et al., 2018). Кроме космической радиации в космическом пространстве нужно 

учитывать прямое воздействие солнечного УФ-излучения и видимого света, которые мо-

гут приводить к образованию активных форм кислорода и вызывать повреждения нуклеи-

новых кислот, белков и липидов (Senatore et al., 2018; Quagliariello et al., 2022). Поглоще-

ние фотонов солнечного УФ-излучения и его возбуждение приводят к образованию бипи-

римидиновых повреждений в ДНК. Эти повреждения приводят к образованию циклобу-

тан-пиримидиновых димеров и пиримидиновых фотопродуктов между соседними пири-

мидиновыми остатками на одной и той же цепи ДНК в вегетативных клетках (Cadet et al., 

1992). Например, монослои эндоспор различных Bacillus sp., подвергшихся воздействию 

имитируемого ультрафиолетового излучения Mars, демонстрировали различную кинетику 

инактивации, причем B. pumilus был наиболее устойчив, что указывает на различия в их 

способности активировать пути репарации ДНК (Newcombe et al., 2005; Schuergera et al., 

2006; Quagliariello et al., 2022). Подобно бактериям, многие виды грибов и их споры обла-

дают высокой устойчивостью к радиации. У большинства грибов основным путем, ответ-

ственным за восстановление двухцепочечных разрывов в ДНК, также является негомоло-

гичное соединение концов (NHEJ) и большинство двухцепочечных разрывов восстанав-

ливаются без использования гомологичной последовательности ДНК, что в конечном ито-

ге приводит к мутациям (Arentshorst et al., 2012). Интересно, что конидиальные монослои 

некоторых грибов при воздействии имитируемого марсианского УФ-излучения показы-

вают повышенную устойчивость к излучению по сравнению с эндоспорами Bacillus 

(Blachowicz et al., 2019). В другом исследовании было обнаружено, что Aspergillus sp. и 

Penicillium sp. доминируют среди различных видов грибов, отобранных из МКС в течение 
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6 лет (Novikova et al., 2006). Кроме этого, некоторые дрожжи, например, Saccharomyces 

cerevisiae, показывают крупномасштабные геномные перестройки в условиях стресса, 

способствующие их выживанию (Chan et al., 2007). Таким образом, воздействие космиче-

ской радиации может привести к увеличению частоты мутаций в геномах многих микро-

организмов.  

Условия космического излучения на Земле невозможно имитировать из-за присут-

ствия в космосе множества излучений с разной энергией. Однако для имитации этих излу-

чений и их воздействия на микроорганизмы были разработаны устройства с контролируе-

мым облучением, например, ускорители тяжелых ионов и полихроматические источники 

ультрафиолетового излучения для имитации на Земле космических лучей и солнечного 

УФ-излучения, соответственно (Horneck et al., 2010). 

1.4. Влияние микрогравитации на микроорганизмы 

Большинство экспериментов на МКС проводятся в контролируемой среде внутри 

космической капсулы, представляющей собой герметичный модуль с системами жизне-

обеспечения, где микроорганизмы защищены от большинства экстремальных условий в 

космосе, за исключением микрогравитации и космического излучения. Таким образом, 

различия, наблюдаемые в микробной физиологии на клеточном или генетическом уров-

нях, в основном объясняются влиянием микрогравитации и космической радиации, если 

только исследования не проводятся за пределами МКС (Senatore et al., 2018). 

На основе данных, полученных в результате нескольких экспериментов, проведен-

ных в условиях космического полета, была выдвинута гипотеза о том, что влияние микро-

гравитации на микробные клетки зависит от их подвижности (Benoit, Klaus, 2007). Исходя 

из опубликованных данных, можно сделать вывод, что влияние микрогравитации на кле-

точные свойства микроорганизмов, многогранно. Например, имитация микрогравитации 

привела к увеличению текучести мембран у E. coli, что может быть причиной повышения 

лекарственной устойчивости (Baker et al., 2004). Некоторые исследования показали влия-

ние микрогравитации на генетическом уровне – так экспрессия около 100 генов измени-

лась у сальмонелл при моделировании микрогравитации. Эти изменения затронули регу-

ляторы транскрипции, факторы вирулентности, ферменты синтеза липополисахаридов и 

ферменты утилизации железа (Wilson et al., 2002). Помимо этого, наличие микрогравита-

ции влияет на рост, морфологию, лекарственную устойчивость, образование биопленок и 

вторичный метаболизм микроорганизмов (Van Mulders et al., 2011; Lawal et al., 2013; Zea 

et al., 2016). Изучение влияния микрогравитации на клеточные процессы с практической 

точки зрения важно по двум основным причинам. Во-первых, микроорганизмы в этих 

условиях могут приобретать или проявлять повышенную вирулентность или устойчивость 
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к лекарственным средствам, что представляет угрозу для здоровья членов экипажа, осо-

бенно в закрытой среде обитания МКС (Rosenzweig et al., 2010; Crabbe et al., 2013). Во-

вторых, в условиях микрогравитации микроорганизмы способны синтезировать новые со-

единения или демонстрировать повышенную выработку уже известных соединений 

(Benoit et al., 2006; Quagliariello et al., 2022). 

В космосе в условиях микрогравитации клетки могут синтезировать некоторые вто-

ричные метаболиты в отсутствии сдвиговых сил. Так Streptomyces plicatus показал повы-

шение продуктивности антибиотика актиномицина D от 296% до 577% по сравнению с 

земным контролем в зависимости от состава среды культивирования (Lam et al., 2002). А 

Aspergillus fumigatus, после воздействия условий космического полета, увеличил образо-

вание антибактериального соединения фумигаклавина А по сравнению с земным кон-

трольным штаммом (Knox et al., 2016). 

1.5. Иммунитет в условиях космического полёта 

После длительных полётов у космонавтов происходит снижение общей иммуноло-

гической реактивности организма, что проявляется уменьшением содержания в крови Т-

лимфоцитов, снижением функциональной активности Т-хелперов и Т-киллеров, ослабле-

нием синтеза важнейших биорегуляторов, таких как интерлейкина-2 (ИЛ-2), интерферона 

и других, увеличением микробной обсеменённости кожных покровов и слизистых оболо-

чек, повышением устойчивости ряда микроорганизмов к антибиотикам, появлением и 

усилением признаков их патогенности (Gueguinou, 2009). Значение выявленных измене-

ний иммунологической реактивности аутомикробиоты организма космонавта, находяще-

гося как в космическом полете, так и после него, состоит в том, что эти изменения могут 

способствовать повышению вероятности развития аутоиммунных заболеваний, а также 

заболеваний бактериальной, вирусной и аллергической природы. Показано, что патоген-

ность (вирулентность) бактерий повышается в результате действия условий полета, а им-

мунный статус астронавтов за счет стресса снижается (Borchers et al., 2002; Mermel, 2013; 

Quagliariello et al., 2022). 

1.6. Основные источники и пути формирования микробного сообщества МКC 
МКС представляет собой замкнутую систему, населенную микроорганизмами, кото-

рые подвергаются воздействию уникальных условий – микрогравитации, космического 

излучения, повышенного содержания СО2. Известно, что микробы выживают и даже про-

цветают в экстремальных условиях, поэтому штаммы, присутствующие на МКС, возмож-

но, существовали там с момента создания МКС. Кроме того, новые штаммы появляются 

каждый раз при прибытии на МКС очередной группы космонавтов, а также нового обору-

дования и материалов. На МКС микроорганизмы, имеющие земное происхождение, адап-
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тируются к новым условиям обитания (Venkateswaran et al., 2014; Ichijo et al., 2016; Quagl-

iariello et al., 2022). В результате на МКС обитает множество микроорганизмов, происхо-

дящих из грузов с Земли, компонентов экспериментов (реактивы, приборы) или являю-

щихся представителями микробиоты членов экипажа, уже находящихся на станции или 

прибывающих с новой экспедицией (Castro et al., 2004; Checinska-Sielaff et al., 2019; 

Voorhies et al., 2019).  

Еще во время работы на орбите Земли станции «Мир» (1986-2001 гг.) большое зна-

чение придавали проблеме предупреждения микробной контаминации станции, так как 

опасались микробных повреждений оборудования и заботились о санитарной безопасно-

сти и здоровье экипажа (Бондаренко и др. 2000). Считали, что эти процессы на станции 

«Мир» могут приобретать опасный характер в силу участия в них как патогенных для че-

ловека бактерий, так и микроорганизмов-биодеструкторов, способных, как свидетельство-

вал уже тогда опыт этой станции, очень негативно влиять на работу приборов станции и 

систем ее жизнеобеспечения (Новикова, 2001). К факторам, повышающим риск развития 

биоповреждений конструкционных материалов орбитальных станций, приводит недоста-

точная эффективность мероприятий по обеспечению биологической чистоты на этапах 

подготовки космических объектов к запуску и при осуществлении грузопотока на орбиту. 

С целью предупреждения микробной контаминации орбитальных станций стали приме-

нять предполетную обработку оборудования и материалов экологически приемлемыми 

биоцидами, отвечающими требованиям, предъявляемым к использованию в обитаемых 

замкнутых объектах. Это такие препараты, как грилен, катамин АБ, окадез (катамин АБ 

1,7%, перекись водорода 30%, карбамид до 100%) и другие (Поддубко, 2007). Для предпо-

летной подготовки грузов с целью удаления с их поверхности микроорганизмов была изу-

чена принципиальная возможность применения комбинированного воздействия импульс-

ного УФ-излучения и паров перекиси водорода. Действие этой комбинации проверялось 

заражением конструкционных материалов ассоциациями грибов и бактерий, размещением 

этих материалов внутри рабочей камеры специальной установки, дальнейшей обработкой 

и оценкой выживаемости тест-культур в составе специальных ассоциаций микроорганиз-

мов (Поддубко, 2007). Но, несмотря на все усилия по предотвращению контаминации 

оборудования на этапе его предполетной подготовки, некоторые земные виды бактерий и 

грибов с каждым космическим полетом попадают на МКС. Вторым источником поступ-

ления новых штаммов микроорганизмов на МКС являются члены новых экипажей космо-

навтов, которые, хотя и проходят тщательную предполетную медицинскую проверку, но 

приносят с собой на МКС новые штаммы, поскольку эти бактерии являются частью мик-

робиоты человеческой кожи и кишечника (Checinska-Sielaff et al., 2019). Но есть еще и 
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третий источник появления новых штаммов на МКС. Предполагаемой причиной появле-

ния в космосе штаммов бактерий, например, устойчивых к ряду антибиотиков, могут 

быть, прежде всего, мутации, вызванные предполетной стерилизацией оборудования и 

приборов с помощью УФ-облучения, перекиси водорода или других дезинфектантов, а 

также мутации, обусловленные воздействием специфических условий космоса – космиче-

ским излучением и микрогравитацией (Horneck et al., 2012). А дальше клинически значи-

мая устойчивость к противомикробным препаратам, появившихся на МКС штаммов, мо-

жет распространяться путем горизонтального переноса генов – например, с помощью 

плазмид (Timmery et al., 2011; Nolivos et al., 2019). Так, убольшинства из 40 штаммов ба-

цилл, выделенных из проб исследовательской станции в Антарктике и МКС, обнаружили 

одну или две плазмиды, некоторые из которых были связаны с репликонами элементов 

вирулентности Bacillus anthracis pXO1 и pXO2. Кроме того, было установлено, что шесть 

из 25 протестированных штаммов приобрели чужеродную ДНК путем конъюгации (Tim-

mery et al., 2011; Nolivos et al., 2019). Одним из доминирующих родов бактерий на МКС 

является Staphylococcus (Burton et al., 2020). Известно, что стафилококки оказались пер-

выми микроорганизмами, среди которых широкое распространение получила устойчи-

вость к β-лактамным антибиотикам, что привело к существенному снижению эффектив-

ности традиционной терапии (Foster, 2017).  

1.7. Характеристика микробиома МКС 
Микробиом МКС напоминает некоторые микробиомы «закрытых помещений» на 

Земле – микробиомы домов (Adams et al., 2013; Lax et al., 2014; Wilkins et al., 2016), офи-

сов, исследовательских биостанций (Hewitt et al., 2012; Gauzere et al., 2014), больниц 

(Bokulich et al., 2013; Brooks et al., 2014; Lax et al., 2017). Эти земные микробиомы содер-

жат множество бактерий, грибов и вирусов, часто уникальных для таких внутренних сред. 

На количество и состав их микробного населения влияют такие факторы, как конструкция 

здания, наличие вентиляции, поток воздуха, влажность, давление, количество людей и 

предназначение помещения (Amend et al., 2010; Meadow et al., 2014). Было показано, что 

определенные микроорганизмы в таких помещениях влияют на здоровье человека, повы-

шая восприимчивость к аллергическим реакциям и инфекционным заболеваниям (Mora et 

al., 2016). Как уже отмечалось, микроорганизмы, присутствующие на МКС, могут быть 

там с момента запуска станции и дополнительно появляться каждый раз при прибытии 

очередной группы космонавтов, нового оборудования и материалов. На МКС микроорга-

низмы, имеющие земное происхождение, адаптируются к новым условиям обитания 

(Venkateswaran et al., 2014; Ichijo et al., 2016). Так биопленки, формирующиеся в условиях 

микрогравитации, отличаются по способу образования и по своей архитектуре от биопле-
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нок, образующихся на Земле (Kim et al., 2013). Показано, что патогенность (вирулент-

ность) бактерий изменяется как в результате действия условий полета, так и за счет 

стресс-индуцированного снижения иммунного статуса астронавтов (Borchers et al., 2002; 

Mermel, 2013). Подобные изменения в отношениях бактерий с макроорганизмом (хозяи-

ном) представляют потенциальную угрозу для экипажей кораблей как из-за нарушения 

иммунитета, связанного с космическими полетами, так и невозможностью получения в 

условиях космоса сложных медицинских манипуляций, доступных только на Земле. С 

момента создания МКС и до сих пор рутинный микробиологический мониторинг поверх-

ностей, воздуха и воды осуществляется НАСА и Федеральным космическим агентством 

России, с использованием методов, основанных на получении и изучении растущих куль-

тур (Novikova et al., 2006; Crucian, Sams, 2009; Venkateswaran et al., 2014; Checinska-Sielaff 

et al., 2019). Однако следует отметить, что большинство микроорганизмов со станции не 

могут быть выращены при стандартных земных микробиологических условиях культиви-

рования (Staley, Konopka, 1985; Rappé, Giovannoni, 2003). По этой причине, чтобы понять 

истинное микробное многообразие МКС, требуются методы, отличные от культивирова-

ния в стандартных лабораторных условиях. Наиболее перспективным подходом для все-

стороннего анализа микробиоты МКС представляется использование высокопроизводи-

тельного секвенирования (high-throughput sequencing), анализа 16S RNA и количественной 

полимеразной цепной реакции (quantitative PCR (qPCR)) (McIntyre et al., 2016; Boguraev et 

al., 2017; Castro-Wallace et al., 2017; Lax et al., 2017). Таким образом, работа космонавтов 

на МКС требует более тщательного изучения микробиома такой замкнутой среды, как 

МКС, с целью определения типов микроорганизмов, которые могут накапливаться в этой 

уникальной космической среде, времени их выживания, влияния на здоровье человека и 

оборудование космических кораблей. Внедрение новых молекулярных методов для мони-

торинга микробных «космических» популяций открывает возможность для расширения 

существующих методов наблюдения микробиома МКС с целью сохранения здоровья эки-

пажа. Работа по изучению микробиома МКС активно осуществляется научными коллек-

тивами США (Vaishampayan et al., 2014; Checinska et al., 2015; Coil et al., 2016; Castro-

Wallace et al., 2017; Checinska-Sielaff et al., 2019), Европы (Mora et al., 2016 a,b; 2019), Япо-

нии (Ichijo et al., 2013, 2016, 2020) и некоторых других стран (Timmery et al., 2011; San-

tomartino et al., 2020). NASA и Европейское космическое агентство (ESA) осуществляют 

мониторинг микробиома на МКС в рамках проектов Microbial Tracking Experiment 1 (MT-

1) (2015 – 2017 гг.) и Microbial Tracking Experiment 2 (MT-2) с 2017 г. Задачей проектов 

является идентификация и каталогизация потенциально патогенных микроорганизмов. 

Исследование микробиома МКС проводится NASA и ESA с использованием как микро-
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биологического мониторинга поверхностей, воздуха и воды с помощью методов, осно-

ванных на получении и изучении растущих культур, так и с применением молекулярно-

генетических методов. Изоляты растущих культур после их идентификации с помощью 

молекулярных методов исследуются на устойчивость к антибиотикам, дезинфицирующим 

веществам, действию УФ-облучения, микрогравитации, радиации, высушивания, высоких 

температур. Изучается также вирулентность микробных изолятов и их возможное биораз-

рушающее действие на элементы внутреннего интерьера МКС (Dai et al., 2016; Knox et al., 

2016; Mora et al., 2016 a, 2019). В проекте MT-1 для характеристики разнообразия бакте-

рий и грибов (микробиомы), населяющих МКС, использовали сравнительный анализ ре-

зультатов микробиологических и молекулярных методов (Checinska-Sielaff et al., 2019). На 

основе этого анализа была создана база данных “Gene Lab”, открытая для научного сооб-

щества. В модуле Европейского космического агентства “Columbus” также регулярно 

осуществляется контроль контаминации поверхностей по процедурам, схожим с исполь-

зуемыми NASA. Основные работы по изучению микробиома МКС ведутся в США. NASA 

активно внедряет молекулярные методы для изучения «космических» микроорганизмов, 

что приближает понимание истинного состава микробиоты, обитающей на МКС. В част-

ности, NASA развивает аппаратную базу для автоматического выделения и секвенирова-

ния нуклеиновых кислот. Миниатюрный аппарат для амплификации ДНК был доставлен 

на МКС в 2016 г., где была выполнена амплификация ДНК рыбы Cyprinidae семейства 

карповых с использование плазмиды, предварительно подготовленной на Земле. Генети-

ческий анализ был выполнен непосредственно на орбите в рамках проекта Wetlab-2. Ми-

ниатюрный ДНК-секвенатор MinI ON (Oxford Technologies), испытанный на МКС, позво-

лил проанализировать ДНК с минимальными ошибками благодаря микрогравитации. Ко-

нечной целью этих проектов являлось проведение мониторинга и идентификации микро-

организмов непосредственно в космическом пространстве, полностью исключив доставку 

анализируемых образцов на Землю (Ichijo et al., 2016; 2020; Knox et al., 2016; Mc Intyre et 

al., 2016; Castro-Wallace et al., 2017). В результате серии этих работ непосредственно на 

орбите на американском сегмента МКС с помощью секвенатора MinI ON успешно осу-

ществлена идентификация полученных на борту бактерий Staphylococcus hominis и 

Staphylococcus capitis (Burton et al., 2020). По рекомендации Национального исследова-

тельского совета (NRC) НАСА создало масштабную программу микробной обсерватории 

на платформе американского сегмента МКС (National Research Council (U.S.), 2011). В 

рамках этой инициативы НАСА были изучены микробные сообщества на поверхности 

МКС из восьми определенных мест в течение трех полетных миссий 2015-2016 годов, 

продолжавшихся в течение 14 месяцев. Сообщества были охарактеризованы как с исполь-
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зованием методов культивирования, так и количественной ПЦР, секвенирования ампли-

кона гена 16S рРНК и внутреннего транскрибируемого спейсера (ITS) (Checinska-Sielaff et 

al., 2019). Популяция культивируемых бактерий и грибов на внутренних поверхностях 

американского сегмента МКС в зависимости от места отбора проб состояла из различных 

бактерий (филы Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria) и грибов (филы Ascomycota и 

Basidiomycota). В целом количество культивируемых бактерий, выделенных из 24 образ-

цов МКС, варьировалось от 6,7×103 до 7,8×1010 КОЕ/м2 а грибов – от 1,1 × 105 до 3,1×108 

КОЕ/м2. Преобладающими родами бактерий были Staphylococcus (26% от общего числа 

идентифицированных изолятов), Pantoea (23%) и Bacillus (11%), а на уровне видов доми-

нировали Staphylococcus aureus (10%), Pantoea conspicua (9%) и Pantoea gaviniae (9%). 

Было показано, что доминирующие организмы американского сегмента МКС связаны с 

микробиомом человека и могут включать условно-патогенные возбудители. Высокий 

процент культивируемой популяции представлен условно-патогенными микроорганизма-

ми – Staphylococcus aureus, S. hominis, S. haemolyticus, Poecilosomella conspicua, 

Acinetobacter pittii, Klebsiella quasipneumoniae и Aspergillus fumigatus. Это может иметь по-

тенциальные последствия для здоровья космонавтов, поскольку показано, что бактерии и 

микроскопические грибы передаются от поверхности к человеку при контакте (Lax et al., 

2014). В целом микробиом окружающей среды американского сегмента МКС больше 

напоминает микробиом поверхности кожи животных и человека, чем микробиом почвы. 

Это может быть связано с тем, что грузы, отправляемые на космическую станцию, были 

тщательно обработаны, и, следовательно, связанных с почвой микроорганизмов не содер-

жали. В ходе эксперимента EXTREMOPHILES, проведенным в 2017 г. Европейским кос-

мическим агентством, было обнаружено, что при культивировании микробного сообще-

ства выделяются штаммы с экстремально толерантными свойствами (National Research 

Council (U.S.) 2011). Среди нескольких сотен изученных образцов были выявлены 76 уни-

кальных бактериальных изолятов, которые имели различное происхождение и отличались 

по ростовым характеристикам. Часть штаммов показали способность сохранять ростовые 

свойства при воздействии ультрафиолетового излучения (Deinococcus marmoris, 

Curtobacterium flaccumfaciens, Brevibacillus agri, UV 254 nm: 200 J/m2). Обнаружены 

штаммы видов Roseomonas sp., Kocuria palustris, Micrococcus yunnanensis, Paenibacillus 

sp., устойчивые к рентгеновским лучам (X-ray: 1000 Gy). В ходе эксперимента выделены 

представители видов Pseudomonas psychrotolerans и Paenibacillus sp., культивируемые при 

высоких и низких значениях pH и устойчивые к тепловому шоку. В качестве примеров, 

был выделен изолят термофильного микроорганизма Thermaerobacter litoralis, который не 

культивируется при температуре ниже +50оС (оптимальная температура – +65оС), а также 
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представители видов Sphingomonas aerolata и Microbacterium lemovicicum, проявившие 

значительную толерантность к низким температурам (выделены при +4оС). В составе 

микробиоты также обнаружены многочисленные грибы родов Aspergillus species (A. 

sydowii, A. unguis), Chaetomium globosum, Penicillium species (P. aurantiogriseum, P. 

brevicompactum, P. chrysogenum, P. crustosum, P. expansum), Rhizopus stolonifer и 

Rhodotorula mucilaginosa. Следует отметить, что виды P. brevicompactum, P. chrysogenum, 

P. crustosum, R. stolonifera, и R. mucilaginosa могут вызывать аллергические реакции, а R. 

mucilaginosa принадлежит к оппортунистическим патогенам. Представляет определенный 

интерес тот факт, что в изученных образцах, взятых из различных мест модуля, не было 

обнаружено архей (Mora et al., 2019). Проведенное ESA исследование также включало 

сравнительный анализ резистентных свойств бортовых и земных штаммов одинаковых 

видов. Анализу подвергли 29 изолятов, в основном представителей родов Bacillus, 

Micrococcus, и Staphylococcus. Релевантные представители видов тестировали на устойчи-

вость к 17 клинически значимым антибиотикам. Статистически достоверных отличий в 

резистентных свойствах между штаммами, обитающими на МКС, и их «земными контро-

лями» обнаружено не было. В японском модуле “Kibo” с 2009 г. выполняется постоянный 

мониторинг микробиома в рамках проекта “Microbe”, запущенным Японским аэрокосми-

ческим исследовательским агентством JAXA (Ichijo et al., 2013, 2016, 2020). Образцы, со-

бранные с поверхностей модуля, замораживаются при -80оС на МКС, затем транспорти-

руются на Землю и анализируются. Для изучения структуры микробной популяции и ко-

личественной обсемененности кроме стандартных микробиологических подходов япон-

ские ученые используют 16S rRNA genetargeted amplicon sequencing (целевое секвениро-

вание ампликона гена 16S рРНК) и количественную ПЦР, соответственно. Исследование 

состава и свойств микробиома МКС необходимо, прежде всего, для обеспечения безопас-

ной работы астронавтов на МКС (Yamaguchi et al., 2014), однако может оказать значи-

тельное влияние на изучение микробиомов чистых помещений на Земле, что важно для 

медицины, фармацевтической и медицинской промышленности. 

1.8. Бактерии рода Bacillus на МКС 

Бактериирода Bacillus представляют род грамположительных палочковидных бакте-

рий, относящихся к филуму Bacillota, классу Bacilli, порядку Bacillales, семейству Bacil-

laceae. В настоящее время род насчитывает 266 видов, среди которых могут встречаться 

облигатные аэробы и факультативные анаэробы (Christie, Setlow, 2020; Nikolaidis et al., 

2022). Вегетативнык клетки бацилл могут превращаться в эндоспоры, устойчивые к высо-

кой температуре, радиации, высушиванию, дезинфицирующим средствам и оставаться в 

этом состоянии покоя в течение многих лет. Образование эндоспор обычно вызвано недо-
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статком питательных веществ, высушиванием и высокой температурой (Beladjal et al., 

2018). B. anthracis для образования спор необходим кислород, что имеет значение для 

распространения вида в окружающей среде. Устойчивость бацилл к высокой температуре, 

высыханию, радиации, дезинфицирующим средствам и способность формировать био-

пленки приводит к тому, что их клетки или эндоспоры трудно удалить из приборов, мате-

риалов, рабочих поверхностей, поэтому они являются частой причиной заражения пище-

вых продуктов, животных и человека (Schmid et al., 2022).  

Первичная идентификация бацилл основана на изучении их макроморфологических 

и микроморфологических характеристик (колонии, вегетативные клетки, эндоспоры) и 

физиолого-биохимических свойств (De Vos et al., 2009). Филосистематика бацилл изменя-

лась в 2003, 2008, 2011 и 2022 годах. Исследование 1104 протеомов бактерий рода 

Bacillus, основанное на 114 белках, выявило взаимоотношения между различными вида-

ми, определяемыми как Bacillus. Различные штаммы были сгруппированы в виды на ос-

нове значений средней идентичности нуклеотидов с пороговым значением вида 95% (Ni-

kolaidis et al., 2022). 

Спорообразующие бактерии, которые ранее были выявлены на МКС и других кос-

мичеких аппаратах, практически все относились к роду Bacillus (Castro, 2004; LaDuc et al., 

2004; Novikova et al., 2006; Timmery et al., 2011; Mora et al., 2019). Кроме спорообразую-

щих бактерий на МКС были обнаружены также представителиразных родов неспорообра-

зующих бактерий (Castro, 2004; LaDuc et al., 2004; Novikova et al., 2006; Timmery et al., 

2011; Mora et al., 2016 a, 2019). Не образуя спор, позволяющих в течение месяцев и даже 

лет сохранять жизнеспособность вокружающей среде, представители этой группы могут 

выживать в воздухе и на элементахоборудования за счет органических веществ – остатков 

пищи, слизи, водяных паров, чешуек эпителия, пыли и т.п. Однако эти бактерии легко 

уничтожаются при действии дезинфицирующих растворов или облучения.  

Поэтому особенно важную рольна МКС могут играть спорообразующие виды, 

которые могут в течение длительного времени выживать в неблагоприях условиях 

окружающей среды и с трудом уничтожаются методами антисептики. Наличие бацилл 

связано с их способностью образовывать эндоспоры, что объясняет чрезвычайно высо-

кую устойчивость к высушиванию, обработке дезрастворами, УФ-и космическому из-

лучениям и недостатку питательных веществ (Horneck et al., 2012). Так на МКС обна-

ружен штамм B. licheniformis 24, обладающий повышенной устойчивостью к перекиси 

водорода по сравнению с “земным” штаммом B. licheniformis В-10956 (Карпов и др. 

2020). У штамма B. licheniformis 24 наблюдается сверхэкспрессия генов ферментов, 

нейтрализующих активные формы кислорода: каталазы (katX) и супероксиддисмутаз 
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(sodA и sodF). 

Бациллы оказались одной из преобладающих на МКС групп бактерий на уровне 

рода (Checinska et al., 2019). При этом показано, что доминирующими видами бацилл 

на МКС являются B. pumilus, B. licheniformis, B. cereus,B. subtilis, B. mycoides, B. 

megaterium, B. amyloliquefaciens, B. safensis, B. thermoamylovorans, B. sonorensis (Castro, 

2004; La Duc et al., 2004; Novikova et al., 2006; Timmery et al., 2011; Moissl-Eichinger et 

al., 2016; Checinska-Sielaff et al., 2019; Mora et al., 2016 а, 2019; Quagliariello et al., 2022). 

Показано, что бактерии рода Bacillus способны к процессу биодеградации ксенобиоти-

ков. Представители рода разрушают в аэробных условиях резины, пластики, простые 

ароматические соединения, синтетические волокна. Так B. subtilis и B. mycoides в усло-

виях повышеннойтемпературы в анаэробных условиях разрушают некоторые синтети-

ческие волокна, широкий набор химических соединений, в том числе ароматических 

веществ, поверхностно активных веществ типа алкилбензолсульфонатов, азокрасите-

лей, гетероциклических соединений. B. cereus и B. subtilis в анаэробных условиях осу-

ществляют процесс восстановительного расщепления азокрасителей с образованием 

соответствующих ароматических аминов (Sugiura et al., 2006). 

В литературе отмечено образование бациллами токсинов, их аллергические и па-

тогенные свойства (Farrar, Reboli, 2006). Так, аллергические свойства были описаны 

для B. amyloliquefaciens и B. subtilis, патогенные штаммы встречаются среди B. cereus, 

B. pumilus, B. megaterium, B. licheniformis и других видов. Таким образом, кроме пато-

генного вида B. anthracis, многие другие виды также могут являться оппортунистиче-

скими и даже патогенными (Farrar, Reboli, 2006; Ehling-Schulz et al., 2019; Bianco et al., 

2021). Бациллярные инфекции разделяют на 3 группы. Первая и вторая группы болез-

ней вызываются в основном B. cereus, B. sphaericus и B. thuringiensis. Это поражения 

глаз и инфекции глубоких тканей. Третью группу заболеваний представляют инфекции, 

вызванные диссеминированием клеток бацилл из очага поражения лимфогенным или 

гематогенным путями по всему организму. Возникают бактериемия, эндокардит, ме-

нингит и другие формы генерализованной бактериальной инфекции. Основным видом, 

вызывающим такие инфекции, является B. cereus (Uchino et al., 2012; Schmid et al., 

2021). Следовательно, B. cereus является наиболее опасным для человека, за исключе-

нием B. anthracis, видом бацилл. При этом B. cereus формирует особую группу видов, 

находящихся в пределах 97% идентичности по 16S рРНК и включающую B. cereus, B. 

thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. mycoides и B. anthracis. Эти виды, согласно клас-

сификационным стандартам, должны представлять собой фактически один вид, но по 

медицинским причинам они считаются отдельными видами (Ehling-Schulz et al., 2019).  

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehling-Schulz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31111815
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Одним из свойств бациллявляется их устойчивость к антибиотикам. До 2021 года 

не существовал список антибиотиков, рекомендованных EUCAST для подавления ин-

фекций, вызываемых штаммами рода Bacillus. В последних выпусках EUCAST (EU-

CAST 2021-2023) уже появился этот список антибиотиков, а также критерии интерпре-

тации для оценки устойчивости бактерий Bacillus spp. к рекомендованным антибиоти-

кам с помощью диско-диффузионного метода. В список антибиотиков EUCAST вклю-

чены 9 антибиотиков – имипенем, меропенем, ципрофлоксацин, левофлоксацин, 

норфлоксацин, ванкомицин, эритромицин, клиндамицин и линезолид. Поскольку спи-

сок рекомендованных для бацилл EUCAST антибиотиков появился недавно, информа-

ции о такой важной клинической характеристике бактерий рода Bacillus, как устойчи-

вость к антибиотикам, особенно для обитающих на МКС штаммов, еще очень мало. 

Поэтому изучение резистентности к антибиотикам у штаммов бацилл, выделенных из 

МКС и других асептических помещений, например, лаборатории для отбора крови, яв-

ляется очень актуальной задачей. 

 

Глава 2. Характеристика микробного сообщества больничных учреждений 

2.1. Внутрибольничные бактериальные инфекции 

К внутрибольничным инфекциям (ВБИ) относятся заболевания как микробного, так 

и вирусного происхождения, которые развиваются у пациента во время его лечения в ста-

ционаре (включая 30 дней после выписки) или амбулаторного лечения, а также заболева-

ния больничного персонала в силу осуществления им служебной деятельности (Зверев, 

Бойченко, 2019). Для предотвращения проникновения бактерий и грибов в помещения 

учреждений здравоохранения, особенно в зоны, где требуется особая чистота – родильные 

и хирургические отделения, отделения интенсивной терапии, лаборатории для отбора 

проб крови, комнаты для амбулаторных медицинских манипуляций, проводится комплекс 

мероприятий по предотвращению заноса микроорганизмов в эти зоны с помощью исполь-

зования НЕРА-фильтров и удалению микроорганизмов с рабочих поверхностей чаще все-

го с помощью обработки дезрастворами и УФ-облучением. Как же попадают микроорга-

низмы в больницы и чистые зоны медицинских учреждений? Этот процесс может проис-

ходить на догоспитальном и госпитальном этапах. 

2.2. Догоспитальный этап 

Пациенты лечебных учреждений заражаются внутрибольничными инфекциями, вы-

званными супербактериями (HAIS) еще в машинах скорой помощи, которые являются 

первым важным элементом связи между пациентами и больницами. Машины представля-
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ют собой переносчик супербактерий и внутрибольничных инфекций от одних пациентов к 

другим и затем к медицинским работникам (Alrazeeni, Alsufi, 2014; O’Hara et al., 2017). 

Больше того, HAIS часто передаются пациентам прямо из рук медицинских работников во 

время оказания ими медицинской помощи пациентам в инфицированных бактериями по-

мещениях неотложной медицинской помощи. Например, было обнаружено, что внеболь-

ничные и госпитальные штаммы метициллинрезистентного золотистого стафилококка 

(MRSA), выделенные из окружающей среды, генетически сходны с S. aureus и назальны-

ми изолятами MRSA, выделенными у сотрудников службы неотложной медицинской по-

мощи. Это говорит о том, что возможна передача MRSA между медицинским персоналом, 

поверхностями окружающей среды и пациентами на догоспитальном этапе (Roberts et al., 

2011). Исследования с использованием методов, основанных на культивировании микро-

организмов, выявили высокую частоту встречаемости золотистого стафилококка и других 

потенциальных внутрибольничных патогенов на поверхностях интерьера машин скорой 

помощи (Noh et al., 2011, Varona-Barquin et al., 2017). В других исследованиях с использо-

ванием метода NGS и метагеномного анализа показана более широкая картина присут-

ствия микроорганизмов в машинах скорой помощи. Так в США были отобраны методом 

смыва с поверхностей интерьера машин скорой помощи 1407 образцов для получения 

ДНК и 398 из них были секвенированы (O’Hara et al., 2017). Образцы были выбраны та-

ким образом, чтобы включать все поверхности машин и машины разных штатов (137 ма-

шин в 19 городах и шести штатах). В смывах было обнаружено 127 видов бактерий, но 

наиболее распространенными оказались B. megaterium, Micrococcus luteus, B. cereus, 

Pseudomonas stutzeri, Propionibacterium acnes, Enterobacter cloacae, Kocuria rhizophila, 

Pseudomonas putida, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter cloacae 

(O’Hara et al., 2017). Кроме перечисленных видов были обнаружены, но в меньшем коли-

честве образцов, также Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, 

Enterococcus faecium, Enterococcus avium, Pseudomonas aeruginosa (синегнойная палочка), 

Streptococcus parasanguinis, Acinetobacter baumannii и Stenotrophomonas maltophilia. Ми-

кобактерии туберкулеза также были обнаружены в 2,3% образцов. Многие из этих видов, 

включая S. aureus, B. megaterium, B. cereus и E. faecalis, обладали устойчивостью к анти-

биотикам (O’Hara et al., 2017). В литературе есть данные о высокой распространенности 

микроорганизмов, вызывающих заболевания, еще в отделениях для ухода за пациентами 

машин скорой помощи. Чаще всего это methicillin-resistant S. aureus (Brown et al., 2010; 

Obenza et al., 2022) и coagulase-negative species Staphylococcus capitis (Noh et al., 2011). По-

казано, что S. epidermidis является наиболее распространенным видом бактериальных ин-
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фекций, в частности, частой причиной бактериемий, связанных с постоянными медицин-

скими процедурами или имплантированными инородными телами (Becker et al., 2014).  

2.3. Госпитальный этап 
Микробные сообщества, поступающие в госпиталь из окружающей среды, особенно 

тяжело влияют на здоровье пациентов в медицинских учреждениях, где больные часто 

имеют повышенную восприимчивость из-за их болезни, инвазивных процедур, состояния 

иммуносупрессии или травм (Freedberg et al., 2016). Поэтому такие больные, а также прак-

тически здоровые люди, в больнице могут заразиться патогенными бактериями или су-

пербактериями, затем эта инфекция может закрепиться и распространиться в больнице, а 

далее начать бесконтрольно разрастаться в пределах города (Mody et al., 2019). Учитывая 

высокий уровень распространения HAIS, при котором, например, в США каждый 25-й 

больничный пациент заражается инфекциями HAIS, а также увеличение числа инфекций, 

устойчивых к противомикробным препаратам, существует настоятельная необходимость в 

характеристике микробных популяций в медицинских учреждениях на госпитальном эта-

пе на всех уровнях обслуживания больных для повышения качества их лечения (Glance et 

al., 2011). Например, уже скрининг поверхностей дверных ручек в больнице методом вы-

сева выявил на них бактерии, связанные с пылью и мусором, такие как представители ро-

дов Bacillus, Geobacillus, Aeribacillus, а также бактерии, ассоциированных с кожей, напри-

мер, Staphylococcus и Corynebacterium. Проверка на резистентность показала наличие у 

многих из видов этих бактерий мобильного гена, кодирующего бета-лактамазу (bla) (Ei-

rakaiby et al., 2019). Достижения в области секвенирования и применение метода NGS и 

метагеномного анализа теперь позволяют количественно оценивать и характеризовать 

микробиомы больниц и понимать роль некоторых факторов, формирующих состав сооб-

щества и динамику микробных госпитальных популяций (Roux et al., 2016). Эти популя-

ции формируются уже на догоспитальном уровне (Obenza et al., 2022), а в больнице толь-

ко окончательно оформляются (Зверев, Бойченко, 2019). Однако, как правило, трудно 

определить на каком этапе произошло заражение больного ВБИ – при проведении амбу-

латорных процедур или в процессе госпитализации в лечебном учреждении. Всего насчи-

тывается более 250 видов микроорганизмов, которые могут вызывать ВБИ (Obenza et al., 

2022). В эпоху отсутствия антибиотиков основными из них являлись стрептококки и кло-

стридии. После начала клинического применения антибиотиков появилось много пато-

генных возбудителей ВБИ, которые сформировались под влиянием антибиотиков из ранее 

непатогенных штаммов и видов. Это P. aeruginosa, St. aureus, St. epidermidis, St. saprophiti-

cus, E. coli, Proteus mirabilis, Enterococcus durans, Klebsiella spp, Providencia spp, Acineto-

bacter spp, Citrobacter spp, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis и другие. Как видно, в 
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общем, это те же виды, которыми пациенты амбулаторий и больниц заражаются еще на 

догоспитальном уровне, например, в машине скорой помощи или в помещениях неотлож-

ной медицинской помощи (Brown et al., 2010; Alrazeeni, Alsufi, 2014; O’Hara et al., 2017; 

Obenza et al., 2022). Циркуляция того или иного микроорганизма в отделении больницы 

приводит к естественному отбору наиболее устойчивых штаммов, и прежде всего устой-

чивых к дезрастворам и УФ-облучению. Уже на госпитальном уровне происходят и мута-

ции с образованием наиболее устойчивого к антибиотикам госпитального штамма. Следо-

вательно, «госпитальный штамм» представляет собой штамм микроорганизма, появив-

шийся в результате отбора и мутаций, а также переноса генов с помощью плазмид или 

других механизмов горизонтального переноса. Такой штамм отличается от «дикого» (ис-

ходного) штамма физиолого-биохимическими и генетическими особенностями, которые 

позволяют ему выживать в условиях больницы. Обычно одной из основных характеристик 

штамма ВБИ является устойчивость в факторам внешней среды (УФ-облучение, темпера-

тура, Н2О2, рН, О2), устойчивость к действию распространенных типов антисептиков и 

главное – резистентность к одному или нескольким антибиотикам широкого спектра дей-

ствия (Зверев, Бойченко, 2019; Obenza et al., 2022).  

 

Глава 3. Устойчивость бактерий к антибиотикам 

3.1. Масштабы проблемы 

Устойчивость к противомикробным препаратам – естественное биологическое явле-

ние, присущее многим микроорганизмам. Задолго до открытия антимикробных препара-

тов микроорганизмы использовали различные вещества для создания конкуренции за суб-

страт. Вследствие этого в ходе эволюций были выработаны определенные механизмы за-

щиты от веществ, ингибирующих метаболизм микроба. На данный момент повышенная 

природная устойчивость является характеристикой многих видов, также устойчивость 

может быть приобретенной и свойственной определенным штаммам, но не являться видо-

вой характеристикой. Основным параметром, определяющим взаимоотношения между 

микроорганизмом и антимикробным препаратом, является величина минимальной инги-

бирующей концентраций антибиотика (Obenza et al., 2022). 

У бактерий обнаружены несколько механизмов повышения устойчивости к анти-

микробным препаратам. К ним относятся: модификация мишени действия антибиотика, 

инактивация антибиотика, активное выведения антибиотика из микробной клетки (эф-

флюкс), нарушение проницаемости внешних структур микробной клетки. Все эти меха-

низмы способны функционировать как по отдельности, так и в комплексе (Prestinaci et al., 

2015; Peterson, Kaur, 2018). 
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3.2. Основные понятия и термины 

В течение последнего десятилетия сформировались определения терминов, касаю-

щихся резистентности бактерий к антибиотикам. Внутренняя устойчивость обнаружива-

ется в геноме видов бактерий, является постоянным видовым признаком и дает бактериям 

способность противостоять действию определенного противомикробного агента. Внут-

ренняя устойчивость не зависит от горизонтального переноса генов. Причиной внутрен-

ней устойчивости может быть: отсутствие сродства препарата к мишени действия, слож-

ность проникновения препарата внутрь бактериальной клетки, активный вывод препарата 

из клетки эффлюксными насосами и наличие ферментов, расщепляющих антибиотик 

(Bergh et al., 2017; Schwarz et al., 2017; Peterson, Kaur, 2018). 

Приобретенная устойчивость это явление, когда в дополнение к внутренней рези-

стентности бактерии могут приобрести способность противостоять действию противо-

микробного агента, который ранее был эффективен в отношении данного микроорганиз-

ма. В отличие от врожденной резистентности, приобретенная резистентность развивается 

у некоторых штаммов или субпопуляций каждого конкретного вида бактерий. Приобре-

тенная резистентность возникает в результате изменения гена и/или обмена путем мута-

ции определенного гена или горизонтального переноса генов посредством трансформа-

ции, конъюгации или трансдукции. Эти генетические изменения могут способствовать 

развитию различных механизмов резистентности (Cassir et al., 2015). В последнее время в 

публикациях появилось большое количество двусмысленных терминов, касающихся 

устойчивости бактерий к антибиотикам – «устойчивость», «толерантность», «стойкость» и 

т.п. Особенно большую дискуссию вызвало явление, наблюдаемое в результате воздей-

ствия антибиотиков на бактерии – появление в популяции клеток со сниженным или оста-

новленным метаболизмом (Bergh et al., 2017). Кроме того, официальные определения ре-

жимов выживания бактерий в присутствии антибиотиков, также часто имеют неоднознач-

ные определения. Так Европейский комитет по тестированию на чувствительность к про-

тивомикробным препаратам считает, что микроорганизм считается резистентным, когда 

существует высокая вероятность неудачи лекарственной терапии даже при повышенном 

воздействии антибиотика (EUCAST, 2021). Но это определение может быть распростра-

нено на довольно разнообразную группу бактерий, включая истинно резистентные, толе-

рантные, спящие и персистирующие клетки (Bergh et al., 2017). Резистентность в литера-

туре определяется, как наследуемая способность бактерий расти в присутствии концен-

трации лекарственных средств, которая превышает нормальную концентрацию антибио-

тика, используемого в терапии пациента (Kester, Fortune 2014; Brauner et al., 2016). Перси-

стенция – феномен популяционного уровня, способность небольшой части популяции 
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(толерантных клеток) пережить воздействие бактерицидной концентрации препарата, 

прекратив свой рост и превратившись в клетки-персистеры (Balaban et al., 2019). Спящие 

клетки – обратимое состояние низкой метаболической активности, при котором клетки 

могут сохраняться в состоянии покоя в течение длительного времени без деления 

(Kaprelyants et al., 1993) или механизм, с помощью которого клетки становятся толерант-

ными или стойкими (Bakkeren et al., 2020). Жизнеспособные, но некультивируемые клетки 

– это клетки, которые теряютспособность роста на тех лабораторных питательных средах, 

которые раньше обеспечивали их культивирование, но эти клетки остаются жизнеспособ-

ными (Mendis, 2014; Ayrapetyan et al., 2018). Но самая большая неопределенность в лите-

ратуре существует по отношению к термину «толерантность». Так толерантность опреде-

ляют как cпособность генетически восприимчивых бактерий выживать при концентраци-

ях бактерицидного антибиотика выше минимальной ингибирующей концентрации (Cohen 

et al., 2013; Michiels et al., 2016), или при кратковременном воздействии высоких концен-

траций антибиотика без изменения МИК (Brauner et al., 2016), или при кратковременном 

воздействии антибиотиков в концентрациях обычно для них смертельных (Kester, Fortune, 

2014). Кроме того, часто повышение устойчивости бактерий к бактерицидным антибиоти-

кам и их низкую скорость метаболизма связывают с низкой скоростью поглощения ле-

карств в условиях бактериального стресса (Fisher et al., 2017). Следовательно, основными 

отличительными критериями для термина «толерантность» являются выживание без роста 

бактерий или выживание с замедленным ростом и снижением метаболизма.  
3.3. Основные методы определения резистентности к антибиотикам 

Разработкой стандартов тестирования на чувствительность к антибиотикам и анти-

микотикам занимаются в Европейском комитете по тестированию чувствительности к 

противомикробным препаратам (EUCAST) и институте клинических и лабораторных 

стандартов (CLSI). Поскольку активность антибиотиков в отношении различных микро-

организмов варьирует, в большинстве случаев можно надежно предсказать устойчивость 

возбудителя, только точно выяснив его видовую принадлежность. При лабораторном руч-

ном определении чувствительности микроорганизмов к антибиотикам используют не-

сколько методов: метод серийных разведений, диско-диффузионный метод и E-test (Du-

rand et al., 2021). 

3.3.1. Метод последовательных (серийных) разведений 
Основным методом определения минимальной ингибирующей концентрации или 

минимальной подавляющей концентрации является метод последовательных разведений 

(Рисунок 1). Метод последовательныхразведений в бульоне является референтным мето-

дом определения МИК и регламентируется международным стандартом ISO 20776-
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1:2006. Для определения МИК бактерий с обычными питательными потребностями 

EUCAST рекомендует использовать метод микроразведений в бульоне в точном соответ-

ствии со стандартом ISO 20776-1:2006 (www.eucast.org. 2022). 

3.3.2. Диско-диффузионный метод 
Метод является одним из первых методов определения чувствительности к антибио-

тикам и до настоящего времени остается наиболее распространенным в практических бак-

териологических лабораториях (Рисунок 1). Метод может применяться для исследования 

большинства бактериальных и грибковых возбудителей, в том числе и наиболее распро-

страненных бактерий со сложными питательными потребностями. Метод является уни-

версальным для широкого круга антибиотиков и антимикотиков, не требует использова-

ния специального оборудования и признан EUCAST (www.eucast.org.2022). 

3.3.3. E-test 
Е-тест (эпсилометрический тест) представляет собой метод «экспоненциального 

градиента» для определения устойчивости к противомикробным препаратам. Е-тест раз-

работан для количественной оценки чувствительности микроорганизмов к противомик-

робным препаратам (Durand et al., 2021). Е-тест состоит из известного, непрерывного и 

экспоненциального градиента концентрации антибиотика, иммобилизованного вдоль 

прямоугольной пластиковой тест-полоски. При нанесении этой тест-полоски на инокули-

рованную чашку с агаром происходит немедленное высвобождение лекарственного сред-

ства и установление градиента концентрации противомикробного препарата в агаровой 

среде. Через 20-24 часа инкубации каплеобразная зона ингибирования пересекает градуи-

рованную тест-полоску в зоне ингибирующей концентрации антибиотика. Тестовую по-

лоску считывают, получают симметричный эллипс ингибирования. Пересечение нижней 

части эллипсовидной зоны ингибирования роста с тест-полоской указывает на значение 

МИК (Рисунок 1). 

Существует модификация Е-теста для выявления штаммов обладающих металло-β-

лактамазами (МБЛ). Модифицированная тестовая полоска содержит комбинацию β-

лактамного субстрата и ингибитора β-лактамов/металло-β-лактамаз, на данный момент 

такой тест способен обнаруживать большое число известных клинически значимых ме-

талло-β-лактамаз. Таким образом, модифицированные тест полоски являются удобным 

инструментом для первичного скрининга устойчивых штаммов бактерии, благодаря ско-

рости выполнения и высокой воспроизводимости результатов. 
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Рисунок 1. Основные методы определение чувствительности микроорганизмов к антибио-

тикам (Durand et al., 2021; www.eucast.org. 2022);  

A, B – метод разведений с планшетах и пробирках; 

С – диско-диффузионный метод; 

D, E, F, G, H – E-test   

3.3.4. Автоматизированные системы 

Также существуют автоматизированные системы, позволяющие определять чувстви-

тельность дрожжей, например, Vitek 2 (Био Мерье), или дрожжей и плесневых грибов, 

например, Sensititre (Био Витрум). Коммерческие автоматизированные системы для иден-

тификации и тестирования чувствительности бактерий используются в большинстве со-

временных лабораторий клинической микробиологии (Durand et al., 2021). Из-за простоты 

использования и экономической эффективности автоматические анализаторы часто явля-

ются более предпочтительными методами по сравнению с трудоемкими эталонными ме-

тодами CLSI (микроразведений в бульоне и дисковой диффузии). Например, современный 

анализатор VITEK 2 отвечает потребностям клинических лаборатории в быстрой и точной 

микробной идентификации. Технология VITEK 2 включает в себя расширенную иденти-

фикационную базу данных, которая регулярно пополняется новыми данными, ускоренную 

обработку результатов, повышенную достоверность и минимальное время обучения пер-

сонала. Современные микробиологические анализаторы обеспечивают высокий уровень 

автоматизации, повышая безопасность сотрудников лаборатории и снижая количество по-

вторяющихся рутинных операций. 



 34 

 

   
Рисунок 2.  Автоматический микробиологический анализатор Vitek 2 Compact. 

 

3.4. Новая классификация стратегий выживания бактерий при контакте с 

антибиотиками 

С целью более точной классификации стратегий выживания бактерий при контакте с 

антибиотиками недавно была предложена новая системы классификации (Рисунок 3), ко-

торая включает лучшее понимание взаимосвязи между выживаемостью бактерий в при-

сутствии антибиотиков и молекулярными механизмами подавления клеточного метабо-

лизма (Chebotar et al., 2021).  
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Рисунок 3. Основные метаболические пути, триггеры и эффекторы, участвующие в ини-

циации состояния антибиотичекой персистенции, толерантности и покоя. Различные эко-

логические триггеры, показанные слева, способствуют образованию персистирующих, 

толерантных и спящих (покоящихся) клеток. Каждый механизм с его белками и эффекто-

рами помечен другим цветом. Повышенный и пониженный уровни выработки (активация 

и подавление) показаны зелеными и красными вертикальными стрелками соответственно. 

Сокращения: CDI - контактно-зависимое ингибирование; AT/T - токсин/антитоксин; PPX - 

полифосфатгидролаза; PPK - полифосфаткиназа; P - неорганический фосфат; PMF - про-

тонная движущая сила; AHL - ацил-гомосерин-лактон; PQS - гептилгидроксихинолон; 

CSP - индуцируемый стрессом феромонный пептид (Chebotar et al., 2021). 

 

На рисунке 3 показаны основные механизмы возникновения состояний персистен-

ции, толерантности и покоя бактерий во время различных стрессов и воздействия анти-

биотиков. Факторы окружающей среды действуют как сигналы инициации стресса, пере-
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ключающие метаболизм бактерий и переводящие нормальные клетки в персистентное, 

спящее или толерантное состояния. Основные механизмы включают строгий ответ, реак-

ции SOS и окислительного стресса, общую реакцию на стресс, активацию TA-модулей, 

истощение АТФ и агрегацию белка, реакции на экзогенные бактериальные сигналы (кон-

тактно-зависимое ингибирование роста и регуляцию кворума, интернализацию макро-

фагами, сверхэкспрессию лекарственного средства, откачивающие насосы (эффлюкс) и 

образование биопленки (Chebotar et al., 2021).  

В этом же обзоре (Chebotar et al., 2021) авторы предложили новую стратегию клас-

сификации бактерий, способных выживать в присутствии противомикробных препаратов, 

(Рисунок 4). Предлагаемая система классификации основана на таких критериях, как ре-

продуктивная способность, эволюционное сохранение признака внутри вида и наличие 

генов, определяющих переход в метаболически неактивное состояние со сниженным или 

полностью остановленным метаболизмом (Chebotar et al., 2021). Стратегии выживания 

бактерий в присутствии антибиотиков по этой системе классификации можно разделить 

на две большие группы в зависимости от способности бактерий размножаться. К первой 

группе относятся бактерии с нормальной метаболической активностью, которые способны 

размножаться в присутствии концентраций антибиотиков, превышающих МИК для чув-

ствительных штаммов (штаммов дикого типа) (Bergh et al., 2017; Chebotar et al., 2021). Эта 

группа включает в себя две подгруппы бактерий, обладающих резистентностью – бакте-

рии с внутренней резистентностью и бактерии с адаптивной резистентностью (Рисунок 4). 

Внутренняя резистентность эволюционно сохраняется внутри вида. Механизмы внутрен-

ней резистентности обычно основаны на сложных механизмах, которые, в зависимости от 

вида бактерий, зависят от таких особенностей организма, как инактивация антибиотиков 

β-лактамазами, отсутствие мишеней для антибиотиков, наличие эффлюксных насосов, из-

менение проницаемости мембран и наличие определенных мутаций, влияющих на внут-

риклеточную мишень антимикробиотика (Cox, Wright, 2013). Внутренняя устойчивость 

является видоспецифической чертой и ее наличие к определенному антибиотику у кон-

кретного бактериального вида указывает на клиническую неэффективность препарата 

против всех представителей данного вида. Вид, обладающий внутренней резистентно-

стью, демонстрирует резистентность только к определенному набору антибиотиков, спи-

сок которых эксперты EUCAST считают аксиомой для клиницистов (EUCAST, 2022 

www.eucast.org. 2022). При этом внутренняя резистентность штаммов к определенному 

препарату в пределах одного вида может сочетаться с адаптивной устойчивостью к дру-

гим антибиотикам. Стратегии выживания второй группы бактерий в присутствии анти-

биотиков охватывает различные формы бактерий со сниженным или остановленным ме-
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таболизмом, которые способны выживать, но не размножаться в условиях антибиотиче-

ского стресса. Вторая группа бактерии со сниженным или остановленным метаболизмом 

(BRHM) включает следующие подгруппы: 1) бактерии, несущие специализированные ге-

ны, которые индуцируют переход клетки в состояние подавленного или остановленного 

метаболизма; 2) бактерии, которые претерпевают переход в состояние подавленной или 

остановленной метаболической активности без участия специализированных генов; 3) 

клеточные формы с измененными морфологическими структурами – спорами, цистами и 

клетками, похожими на цисты (Chebotar et al., 2021).  

 
Рисунок 4. Стратегии выживания бактерий в присутствии противомикробных агентов 

(Chebotar et al., 2021). 
 

Эти три подгруппы клеток второй группы на рисунке 4 обозначены как «специали-

зированная остановка (роста)», «неспециализированная остановка» и «консервативная 

остановка» соответственно. Под специализированными генами у бактерий подгруппы 1, 

которые индуцируют переход клетки в состояние подавленного или остановленного мета-

болизма, авторы в первую очередь подразумевали гены и механизмы, связанные с функ-

ционированием генетического модуля токсин-антитоксин (Lewis, 2007; Chebotar et al., 

2021). В условиях стресса выработка антитоксина может быть частично подавлена, что не 

приводит к необратимой гибели клеток, а скорее индуцирует переход клетки в персисти-

рующее состояние (Bergh et al., 2017). Состояние клеток со сниженным или остановлен-
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ным метаболизмом может сопровождаться не только функциональными изменениями, но 

может сочетаться с трансформацией клеточной морфологической структуры, когда клет-

ки, снижающие свою метаболическую активность, при этом резко изменят свою морфоло-

гию и химический состав. Примерами таких клеток являются споры (эндоспоры), цисты и 

цистоподобные клетки. Они помещены в отдельную подгруппу в предложенном рисунке 

стратегий выживания клеток в присутствии антибиотиков (Рисунок 4). Известно, что спо-

собность образовывать споры, цисты и цистоподобные клетки является эволюционно кон-

сервативным признаком и контролируется совокупностями специализированных генов 

(Jedrzejas, Huang, 2003). 

3.5. Механизмы саморезистентности в организмах-продуцентах антибиотиков 

Большинство используемых сегодня антибиотиков синтезируются представителя-

ми бактерий из класса Actinobacteria и значительно реже другими бактериях или грибами. 

При этом почти 80% антибиотиков актинобактериального происхождения вырабатывают-

ся почвенными бактериями рода Streptomyces (Barka et al., 2016). Очевидно, что микроор-

ганизмы, синтезирующие антибиотики, обязательно должны содержать механизмы устой-

чивости к своим собственным антибиотикам. Бактерии, продуцирующие антибиотики, со-

держат множество сложных механизмов для самозащиты от своих собственных антибио-

тиков (Рисунок 5). Очень часто они содержат несколько этих механизмов одновременно, 

чтобы обеспечить полную защиту от вырабатываемых ими антибиотических веществ. Ин-

тересно, что генетические детерминанты саморезистентности к антибиотикам у бактерий-

продуцентов почти всегда сгруппированы вместе с генами биосинтеза антибиотиков, а 

экспрессия этих генов регулируется совместно (Mak et al., 2014). 

3.5.1. Модификация антибиотиков 
Модификация антибиотика является стандартной стратегией, используемой орга-

низмом-продуцентом для того, чтобы сделать антибиотик неэффективным, особенно в 

случае аминогликозидных антибиотиков, таких как гентамицин, канамицин, стрептоми-

цин, а также хлорамфеникол и β-лактамы (Рисунок 5). Известно, что у бактерий-

продуцентов существует большое количество ферментов модификации аминогликозидов, 

с помощью N-ацетилтрансфераз, фосфотрансфераз и аденилтрансфераз, которые ацетили-

руют, фосфорилируют или аденилируют аминогликозидный антибиотик, делая его не 

опасным для самого продуцента. Эти ферменты были обнаружены у продуцентов анти-

биотиков из рода Streptomyces уже давно, причем они выполняют идентичные биохимиче-

ские реакции, наблюдаемые у устойчивых к антибиотикам клинических штаммов (Walker, 

1970; Benveniste, 1973; Davies, 1994; Peterson, Kaur, 2018). Устойчивость к стрептомицину 

у продуцента Streptomyces griseus связана с функцией модифицирующего фермента стреп-
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томицин-6-фосфотрансферазы, который превращает стрептомицин в неактивный предше-

ственник этого антибиотика стрептомицин-6-фосфат. При этом экспрессия гена, кодиру-

ющего фермент стрептомицин-6-фосфотрансферазу, регулируется совместно с генами 

биосинтеза стрептомицина (Mak et al., 2014).  

 
Рисунок 5. Схематическое представление различных механизмов устойчивости  

бактерий к антибиотикам (Peterson, Kaur, 2018). 

A - модификация антибиотика         

B - деградация антибиотика         

C - насосы оттока антибиотиков         

D - модификация мишени           

F - смена мишени  

 

Модификация антибиотика в качестве механизма самозащиты наблюдается и для 

других классов антибиотиков. Так Streptomyces verticillus и Streptoalloteichus hindustanus 

синтезируют соответственно блеомицин и таллизомицин, при этом кластеры генов био-
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синтеза этих антибиотиков содержат гены N-ацетилтрансфераз BlmB и TlmB. Ацети-

лтрансферазы осуществляют ацетилирование безметалловых форм блеомицина и талли-

зомицина, предотвращая правильное образование металлсвязывающего домена этих анти-

биотиков (Coughlin et al., 2014). Хлорамфеникол является еще одним антибиотиком, кото-

рый может быть ацетилирован широко распространенной группой ферментов, известных 

как хлорамфениколацетилтрансферазы. Эти ферменты впервые обнаружены у представи-

телей Streptomyces (Murray et al., 1989), а затем и у клинических штаммов бактерий 

(Schwarz et al., 2004). 

3.5.2. Деградация антибиотиков 
В отличие от модификации антибиотиков, устойчивость к β-лактамным антибиоти-

кам обычно обеспечивается ферментами, гидролизующими антибиотики и известными 

как β-лактамазы. Эти ферменты широко распространены среди видов рода Streptomyces, 

но обнаружены также у патогенных и непатогенных бактерий (King et al., 2016; Ogawara, 

2016; Peterson, Kaur, 2018). 

Большинство видов Streptomyces синтезируют β-лактамазы конститутивно, поэтому 

их синтез не связан с резистентностью или синтезом β-лактамов. Присутствие β-лактамаз 

у продуцентов антибиотиков является «эволюционной загадкой», потому что трудно 

представить сосуществование в клетках-продуцентах одновременно синтезируемых ими 

β-лактамов и разрушающих эти же антибиотики β-лактамаз (Ogawara, 2015). 

3.5.3. Системы оттока (эффлюкс) 
Системы откачивания антибиотиков (эффлюкс) удаляют антибиотик из клетки, ис-

пользуя энергию гидролиза АТФ в насосах семейства ABC различных подсемейств 

(DrrAB, OtrC, TLRC, MlbYZ), или градиенты протонов в насосах семейств MFS, MATE, 

SMR, PACE и RND (Nazarov, 2022). В настоящее время эффлюксные насосы разделены на 

семь семейств (Рисунок 6). Это суперсемейство АТФ-связывающих кассет (ABC), семей-

ство, резистентности нодуляции делении (RND), суперсемейство основных посредников 

(MFS), семейство малых помп с множественной лекарственной устойчивостью (SMR), се-

мейство экструзии соединений с множественной лекарственной и токсичной активностью 

(MATE), семейство выделения протеобактериальных антимикробных соединений (PACE) 

и семейство переносчиков п-аминобензоилглутамата (AbgT) (Henderson et al., 2021). 

Такая система откачивающих насосов для удаления антибиотиков из клетки является 

еще одним широко используемым механизмом саморезистентности у Streptomyces, хотя 

обычно эффлюкс сочетается с другими механизмами, такими как модификация антибио-

тика или модификация мишени. Так штамм-продуцент Streptomyces peucetius, продуциру-

ет два близкородственных противоопухолевых антибиотика, даунорубицин и доксоруби-
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цин. Выведение этих антибиотиков из клеток у S.peucetius происходит с помощью пере-

носчика семейства ABC (ATP-связывающая кассета) подсемейства DrrAB, кодируемого 

генами drrAB, встроенными в кластер генов, ответственных за биосинтез этих антибиоти-

ков (Guilfoile, Hutchinson, 1991).Саморезистентность у Streptomyces rimosus обеспечивает-

ся двумя эффлюксными белками: OtrB, расположенным в кластере биосинтеза антибиоти-

ков, и OtrC, расположенным вне кластера биосинтеза (Mak et al., 2014).  

 
Рисунок 6. Краткое описание основных семейств эффлюксных транспортеров 

(Henderson et al., 2021):  

MFS - суперсемейство основных посредников; SMR - семейство малых форм с множе-

ственной лекарственной устойчивостью; PACE – семейство выделения протеобактери-

альных антимикробных соединений; MATE - семейство экструзии соединений с множе-

ственной лекарственной и токсичной активностью; ABC - суперсемейство АТФ-

связывающих кассет; RND - семейство, резистентности нодуляции деления. 

 

Белок OtrB принадлежит к семейству основных фасилитаторов (MFS) транспортных 

белков, однако очень мало известно о его механизме действия и субстратной специфично-

сти (Mak et al., 2014). Белок OtrC относится к семейству белков ABC, и как белок DrrAB, 

также придает множественную лекарственную устойчивость (МЛУ) к множеству анти-

биотиков, включая ванкомицин, ампициллин, окситетрациклин, доксорубицин, офлокса-

цин (Yu et al., 2012; Mak et al., 2014). Эти примеры с насосами DrrAB и OtrC показывают 

возможность полиспецифического распознавания лекарств в этих системах эффлюкса и 

ставят несколько вопросов. И первый из них – зачем нужен переносчик нескольких ле-

карств в организме-производителе и каково происхождение полиспецифических систем 
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оттока антибиотиков и лекарств. Произошли ли эти системы от еще более древних систем 

оттока широкого спектра, которые могли бы служить общими защитными механизмами 

против токсинов у бактерий в природе. Было высказано предположение, что эффлюксные 

транспортеры антибиотиков могли быть перепрофилированы из систем оттока общей за-

щиты очень давно (Martinez, 2018; Henderson et al., 2021). 

3.5.4. Модификация мишени 
Виды рода Streptomyces, несмотря на то, что они грамположительны, обладают вы-

сокой устойчивостью к пенициллинам, что обусловлено либо перепроизводством пени-

циллинсвязывающих белков, либо синтезом низкоаффинных PBPs. У бактерий обнаруже-

ны три класса PBPs (A, B и C) (Ogawara, 2015). Анализ кластеров биосинтеза бактерий, 

продуцирующих β-лактамы, показал, что они часто содержат гены для PBPs, что позволя-

ет предположить их роль в саморезистентности (Liras, Martin, 2006; Ogawara, 2015). Мо-

дификация мишени также наблюдается для антибиотиков-макролидов, которые связыва-

ются с 50S-субъединицей рибосомы. Этот механизм включает, в частности, метилирова-

ние 23S рРНК метилтрансферазами (Douthwaite et al., 2004). Монометилирование (тип I) 

обычно обеспечивает умеренный уровень устойчивости, в то время как диметилирование 

(тип II) обеспечивает сильную устойчивость к макролидам (Fyfe et al., 2016). 

3.5.5. Смена мишени 
Смена мишени – это механизм резистентности, который обеспечивает генерацию 

дополнительных альтернативных мишеней путем создания мишени с низким сродством к 

антибиотику. Например, микроорганизм включает в мишень альтернативную B-

субъединицу ДНК-гиразы для устойчивости к новобиоцину, альтернативную устойчивую 

РНК-полимеразу для резистентности к рифампицину или дополнительную синтазу жир-

ных кислот для устойчивости к платенсимицину у Streptomyces platensis (Sanchez-Hidalgo 

et al., 2010; Peterson et al., 2014).  

3.6. Происхождение устойчивости к антибиотикам у клинических изолятов 

Сосуществование бактерий-продуцентов и бактерий-непродуцентов в окружающей 

среде могло привести к совместной эволюции их механизмов резистентности. Детерми-

нанты резистентности, обнаруженные у этих двух групп бактерий, привлекли значитель-

ное внимание в последние годы из-за их возможной связи с возникновением резистентно-

сти у патогенных клинических изолятов (Martinez, 2018). В условиях разворачивающейся 

перед нами глобальной эпидемии устойчивости бактерий к антибиотикам важно понять 

происхождение этих детерминант резистентности у патогенов. Вопрос о том, откуда бе-

рутся гены устойчивости к антибиотикам в клинике, очень интересует ученых и клиници-

стов (Marshall et al., 1998; Aminov, Mackie, 2007; Peterson, Kaur, 2018). Предложена 
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наглядная схема (Рисунок 7), показывающая резервуары генов устойчивости к антибиоти-

кам, встречающихся в природе, и различные пути их перемещения в клинику (Peterson, 

Kaur, 2018).  

 
Рисунок 7. Схема, показывающая резервуары генов устойчивости к антибиотикам, встре-

чающихся в природе, и различные пути их перемещения в клинику (Peterson, Kaur, 2018). 

На рисунке 7 показано, что перенос генов устойчивости к клиническим изолятам 

может происходить различными путями, каждый из которых использует механизмы гори-

зонтального переноса генов, потенциально включающие плазмиды, интегроны или транс-

позоны. Хотя прямой перенос детерминант устойчивости от продуцентов к клиническим 

штаммам возможен в почве (путь 1 на рисунке 7), но более вероятный путь может сначала 

включать перенос генов от почвенных бактерий-продуцентов антибиотиков к почвенным 

бактериям, не являющимся продуцентами антибиотиков, например к Mycobacterium sp. 

(путь 2A на рисунке 7), с последующей передачей клиническим патогенам вероятнее все-

го через нескольких носителей (путь 2B на рисунке 7). Но возможно, что наиболее важ-

ный путь может включать прямой перенос генов устойчивости от бактерий окружающей 

среды (обнаруженных в водоемах, аквакультуре, домашнем скоте, дикой природе и расте-

ниях) к клиническим изолятам (путь 3 на рисунке 7) (Aminov, Mackie, 2007; Peterson, 

Kaur, 2018). Действительно, гены устойчивости гораздо более широко распространены в 

непатогенных микробных популяциях окружающей среды, чем первоначально предпола-

галось (Surette, Wright, 2017). Так 500 штаммов Streptomyces ssp., выделенных из почвы, 

были проверены на устойчивость к 21 антибиотику и каждый из этих штаммов оказался 

мультирезистентным к 7-8 антибиотикам из 21 протестированных, что указывает на ши-
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рокое распространение механизмов резистентности к антимикробным веществм у совре-

менных микроорганизмов (D'Costa et al., 2006). 

Анализ последовательностей генома, проведенный в последние годы, также показал, 

что не только механизмы внутренней резистентности широко распространены у микробов 

(Cox, Wright, 2013), но и что гомологи детерминант резистентности клинических изолятов 

обычно присутствуют у непатогенных грамположительных и грамотрицательных бакте-

рий (Mukhtar et al., 2001; Sugantino, Roderick, 2002). Наконец, имеются убедительные до-

казательства того, что последовательности генов устойчивости к антибиотикам являются 

древними и предшествуют практическому использованию антибиотиков (D'Costa et al., 

2011; Kashuba et al., 2017). 

3.7. Развитие устойчивости к антибиотикам у клинических изолятов 

Повсеместное и неконтролируемое использование антибиотиков привело к отбору 

устойчивых штаммов к каждому применяемому антибиотику (Ogawara, 2016). После вве-

дения метициллина для лечения устойчивых к пенициллину инфекций, вызванных S. 

aureus, устойчивость стала возрастать у штаммов этой бактерии, которые теперь называ-

ются MRSA (Davies, 2010). Это говорит о чрезвычайной пластичности бактериальных ге-

номов и их огромном потенциале адаптации. Высокая частота спонтанных мутаций и ши-

роко распространенные механизмы обмена ДНК у бактерий являются решающими факто-

рами, способствующими возникновению этого явления. В последнее время развитие мно-

жественной и широкой лекарственной устойчивости у штаммов M. tuberculosis, S. aureus, 

P. aeruginosa и Acinetobacter baumannii стало причиной серьезной обеспокоенности. Такие 

штаммы, обладающие сверхустойчивостью и повышенной вирулентностью, обычно назы-

вают «супербактериями» (Miller et al., 2014). Скорость развития резистентности различа-

ется в зависимости от вида бактерий, селективного давления, воздействия противомик-

робных агентов, а такжевозможности передачи генов резистентности к бактериям из ге-

номов других бактерий (van Duijkeren et al., 2017; Peterson, Kaur, 2018).  

3.8. Роль горизонтального переноса генов в передаче устойчивости к антибиотикам 

у клинических изолятов. 

Многие гены устойчивости давно развились в естественных условиях без антропо-

генного воздействия, но в настоящее время эти гены быстро распространяются среди па-

тогенных и условно-патогенных микроорганизмов. Горизонтальный перенос генов осу-

ществляется тремя хорошо изученными генетическими механизмами: трансформация 

(бактерии поглощают ДНК из окружающей среды), конъюгация (бактерии напрямую пе-

реносят гены в другую клетку) и трансдукция (бактериофаги перемещают гены из одной 

клетки в другую) (Hu et al., 2017). 
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Все гены, а не только те, которые вызывают лекарственную устойчивость, могут пе-

редаваться горизонтальным переносом генов и культивироваться путем естественного от-

бора, включая детерминанты вирулентности (Barlow, 2009). Так стрептококки могут стать 

естественно компетентными и, таким образом, эффективно участвовать в трансформации, 

тогда как энтеробактерии обычно используют конъюгативные плазмиды для обмена гене-

тической информацией. Трансформация чаще всего наблюдается у Гр+ Streptococcus 

pneumoniae и B. subtilis, хотя многие грамотрицательные бактерии также становятся ком-

петентными (Johnston et al., 2014). Факторы, которые контролируют компетентность, 

обычно включают пищевой статус бактерии (Claverys et al., 2006) и экологические стрес-

соры, такие как антибиотики или агенты, повреждающие ДНК (Prudhomme et al., 2006). 

Хотя физиологическая роль трансформации все еще обсуждается и считается, что ее ос-

новной целью является репарация ДНК или генетическая диверсификация для повышения 

адаптивности (Johnston et al., 2014), но трансформация, видимо сыграла важную роль в 

эволюции представителей таких устойчивых к антибиотикам родов бактерий как 

Streptococcus и Neisseria. Считается, что сохранение устойчивости к пенициллину у S. 

pneumoniae может быть связано с высокой частотой естественной трансформации в этом 

организме (Hoffman-Roberts et al., 2005).  

3.9. Механизмы устойчивости к антибиотикам у клинических изолятов бактерий 

Как известно, невосприимчивость бактерий к антимикробным агентам может быть 

обусловлена внутренней и/или приобретенной устойчивость (Cassir et al., 2015; Schwarz et 

al., 2017). Внутренняя резистентность, также известная как первичная или врожденная ре-

зистентность, описывает состояние общей нечувствительности бактерий к определенному 

противомикробному агенту или классу агентов. Внутренние механизмы действия анти-

биотиков обычно кодируются хромосомами и включают неспецифические насосы оттока 

(которые, вероятно, развились как общая реакция на токсины окружающей среды), фер-

менты, инактивирующие антибиотики, или механизмы, которые служат барьерами прони-

цаемости (Cox, Wright, 2013). Эти механизмы заложены в основной генетической структу-

ре организма. Устойчивость к ванкомицину у E. coli и других Гр- бактерий является при-

мером внутренней устойчивости, которая возникает в результате работы барьера проница-

емости, создаваемого внешней мембраной (Arthur, 1993). Хорошо изученной системой 

внутренней резистентности является откачивающий насос AcrAB/TolC у E. coli, который 

обладает очень широкой субстратной специфичностью и может откачивать из клеток раз-

личные классы антибиотиков, красителей, детергентов и дезинфицирующих средств 

(Nikaido, Takatsuka, 2009).  
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Приобретенная (адаптивная, вторичная) устойчивость возникает в результате кон-

такта микроорганизма с антимикробным средством в результате возникновения мутаций 

хромосомной ДНК, модифицирующих белки бактерий, либо за счет трансформации, бла-

годаря которой образуются мозаичные гены, либо путем горизонтального переноса генов 

(ГПГ) устойчивости, например с помощью плазмид. Механизмы приобретенной рези-

стентности часто включают кодируемые плазмидой специфические насосы оттока 

(например, такие, как TetK и TetL у S. aureus) и ферменты, которые могут модифициро-

вать антибиотик или мишень антибиотика (van Hoek et al., 2011). Механизмы приобретен-

ной устойчивости представляют более серьезную угрозу для здоровья человека, в частно-

сти, из-за изменения детерминанты резистентности с хромосомной на плазмидно-

опосредованную, что приводит к усиленной экспрессии и распространению генов устой-

чивости в популяциях (Martinez, 2018). 
Можно выделить три основных типа механизмов резистентности у бактерий: (1) 

ферментативная инактивация путем дезинтеграции или химической модификации проти-

вомикробных препаратов, (2) снижение внутриклеточного накопления за счет уменьшения 

притока и/или увеличения оттока (эффлюкс) противомикробных препаратов и (3) модифи-

кация клеточной мишени путем мутации, химической модификации или защиты сайтов-

мишеней, а также сверхэкспрессии чувствительных мишеней или замены чувствительных 

структур-мишеней альтернативными устойчивыми (Schwarz et al., 2006, 2017).  

3.9.1. Ферментативная модификация и дезинтеграция антибиотиков 

Наиболее распространены механизмы инактивации антибиотиков с помощью фер-

ментов (Таблица 1). Эти механизмы разнообразны и активны в отношении антимикроб-

ных агентов, основных классов, таких как ß-лактамы, аминогликозиды и другие соедине-

ния (van Duijkeren, 2017). Процесс инактивация антибиотика происходит за счет способ-

ности ферментов, специфично связываться с антибиотиком и модифицировать его 

(Ramirez, Tolmasky, 2010; Schwarz et al., 2017). Так хлорамфеникол и его производное 

фторфеникол представляют собой высокоэффективные ингибиторы биосинтеза бактери-

альных белков. Этот антибиотик может быть ацетилирован у многих Гр+ и Гр- бактерий 

ферментами группы ацетилтрансфераз (хлорамфениколацетилтрансферазы) (Schwarz et 

al., 2004). 

 

 

 

 



 47 

Таблица 1. Примеры устойчивости к противомикробным препаратам путем ферментатив-

ной инактивации (van Duijkeren, 2017).  

 

3.9.2.  β-Лактамамазы бактерий 

Одним из типов разрушения антибиотиков, используемым клиническими штаммами 

бактерий, является действие на них ферментов β-актамаз. Гидролиз β-лактамных антибио-

тиков с помощью β-лактамаз является наиболее распространенным механизмом устой-

чивости против антибактериальных агентов этого класса. Так как пенициллины, цефалос-

порины и карбапенемы включены в оптимальные схемы лечения многих инфекционных 

заболеваний, то наличие и характеристика этих ферментов играет решающую роль при 

выборе соответствующей терапии (Bush, Jacoby, 2010; Bush, 2023). Ферменты β-лактамазы 

играют решающую роль в устойчивости к β-лактамным антибиотикам у грамотрицатель-

ных клинических бактерий. Гр+ бактерии часто предпочитают механизмы устойчивости 

на основе пенициллинсвязывающих белков, вероятно, из-за различий в архитектуре кле-

точной стенки между двумя типами бактерий (Miyamoto et al., 2000). 
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Рисунок 8. Молекулярные и функциональные взаимосвязи между лактамазами:  

АВ - авибактам; CA - клавулановая кислота; Cb - карбапенем; Cp - цефалоспорин; E - це-

фалоспорин расширенного спектра действия; M - монобактам; P - пенициллин (Bush, 

2018). 

 

β-Лактамазы найдены у многих бактерий. Это универсальные ферменты, способные 

гидролизовать химические соединения, содержащие лактамное кольцо. Как показано на 

рисунке 8 (Bush, 2018), данные ферменты разделены на два подразделения в соответствии 

с механизмом, с помощью которого они осуществляют гидролиз – путем образования ста-

бильного комплекса фермента с серином в активном центре или посредством гидролити-

ческой реакции с двумя ионами цинками в активных центрах металло-лактамаз (МБЛ) 

(Zhang, Hao, 2011). На основе размера молекулы и гомологии между аминокислотными 

последовательностями активного центра β-лактамазы разделены на четыре молекулярных 

класса, A, B, C и D (Huovinen et al., 1988). В настоящее время выделяют 17 основных 

функциональных групп β-лактамаз, входящих в четыре молекулярныхи класса (Bush, 

Jacoby, 2010; Bush, 2018). Дальнейшая дифференциация этих ферментов возможна на ос-

нове реакций с ингибитором лактамаз класса A клавулановой кислотой (Reading, Cole, 

1977), ингибитором серин-лактамаз широкого спектра действия авибактамом (Stachyra et 



 49 

al., 2010) и хелатором ионов металлов EDTA для идентификации МБЛ (Saino et al., 1982). 

МБЛ сгруппированы в соответствии со сходством последовательностей и координацией 

цинка в три подкласса: B1, B2 и B3. В эти подклассы входят ферменты разных семейств. 

Так к подклассу B1 относятся ферменты семейств BcII, CcrA, IMP-1, BlaB, SPM-1, VIM-2 

и NDM-1 (Karsisiotis et al., 2013; Bush, 2018). Общее количество всех уникальных лакта-

маз, принадлежащих к более 20 семействам и 4 классам, в настоящее время составляет 

около 2800. Из клинических изолятов идентифицированы уже более 1000 β-лактамаз, и 

это число продолжает расти постоянно из-за новых мутаций в активном центре этих фер-

ментов, позволяющих им адаптироваться к новым β-лактамам (Bush, 2018). Примером 

может служить эволюция фермента TEM-3, который может разрушать цефалоспорины 3-

го поколения, что помещает его в категорию β-лактамаз расширенного спектра действия и 

доказывает быструю эволюцию генов β-лактамаз у клинических штаммов (Paterson, 

Bonomo, 2005). Большинство генов β-лактамаз переносятся с помощью мобильных гене-

тических элементов, что способствует их быстрому распространению в популяциях бак-

терий; однако некоторые гены β-лактамаз также обнаружены в хромосомах представите-

лей семейства Enterobacteriaceae, где они слабо экспрессируются и функционируют как 

молчащие гены (Martinez, 2018). 

3.9.2.1.  β-Лактамазы грамположительных бактерий 
B. cereus, B. anthracis и B. licheniformis являлись одними из первых объектов биохи-

мических исследований β-лактамаз, на результатах которых были основаны будущие ис-

следования β-лактамаз и их классификация (Bush, 2018). Когда были охарактеризованы 

четыре молекулярных класса β-лактамаз A, B, C и D на основе размера молекулы и гомо-

логии между аминокислотными последовательностями активного центра, то считалось, 

что ферменты класса D существуют только у грамотрицательных бактерий. Но недавно 

ферменты класса D были обнаружены у B. pumilus, В. subtilis и B. atrophaeus (Stewart et al., 

2020). Устойчивость к β-лактамам у Гр+ бактерий может быть опосредована несколькими 

механизмами. И логично, что первой линией защиты Гр+ бактерий от пенициллинов мог-

ло быть действие пенициллин-связывающих белков. Этот вариант защиты действительно 

эффективно использовался некоторыми грамположительными бактериями, у которых ос-

новным механизмом устойчивости к пенициллинам было приобретение PBPs со снижен-

ным сродством к обычным β-лактамам (Fisher, Mobashery, 2016). Однако другая стратегия 

резистентности наблюдалась у S. aureus (MRSA), у которого в ответ на применение пени-

циллина в качестве начальных механизмов устойчивости к этому антибиотику было дей-

ствие пенициллиназы или β-лактамазы, гидролизующих пенициллин (Hartman, Tomasz, 

1984). И только через 20 лет использования пенициллина в качестве лекарственного сред-
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ства у S. aureus было обнаружено в качестве защиты действие пенициллин-связывающих 

белков (Hartman, Tomasz, 1984). Но присутствие пенициллиназы в качестве защиты от 

действия пенициллина установлено у многих бактерий. Так исследование клинических 

изолятов S. aureus в США показало, что 86,5% чувствительных к метициллину стафило-

кокков содержат ген пенициллиназы blaZ (Richter et al., 2016). Пенициллиназа также была 

обнаружена у нескольких клинических изолятов Enterococcus faecalis еще в 1980-х годах с 

идентичными или близкими гомологичными аминокислотными последовательностями 

стафилококковых пенициллиназ, что свидетельствует о ее происхождении именно от ста-

филококкков (Zscheck, Murray, 1991). А в одной из английских больнице процент стафи-

лококков, продуцирующих пенициллиназу, увеличился с 14% в 1946 году до 80% в 1953 

году (Medeiros, 1997). 

3.9.2.2.  β-Лактамазы грамотрицательных бактерий 
Гидролиз β-лактамных антибиотиков с помощью β-лактамаз является наиболее рас-

пространённым механизмом устойчивости против антибактериальных агентов этого клас-

са. Так как пенициллины, цефалоспорины и карбапенемы включены в оптимальные схемы 

лечения многих инфекционных заболеваний, наличие и характеристика этих ферментов 

играет решающую роль при выборе соответствующей терапии. Пенициллиназы, кодируе-

мые плазмидами, впервые были обнаружены у грамположительных стафилококков, и ге-

ны, кодирующие эти ферменты, легко переносились только в штаммы грамположитель-

ных энтерококков, у которых был показан ген стафилококковой пенициллиназы (Murray, 

Mederski-Samaroj, 1983). Однако затем и у Гр- бактерий было показано, что именно гори-

зонтально переносимые генетические элементы, кодирующие широкий спектр β-лактамаз, 

являются наиболее распространенным механизмом возникновения устойчивости к β-

лактамам у этих бактерий. Гены, кодирующие β-лактамазы, могут быть приобретены го-

ризонтально в основном путем приобретения плазмиды. Однако механизмы мобилизации 

генов у грамотрицательных бактерий могут включать и такие генетические элементы, как 

транспозоны, генные кассеты, интегроны и инсерционные последовательности (Brolund, 

Sandegren, 2016; Mathers, 2016). 

3.9.3. Система оттока (эффлюкс) 
Для бактерий описан ряд эффлюксных насосов, ответственных за вывод ксенобио-

тиков, в том числе противомикробных препаратов, из бактериальной клетки. Это, в свою 

очередь, ведет к невозможности накопления антибиотика в клетке в ингибирующем коли-

честве, что позволяет бактериям выживать при более высоких концентрациях антибиотика 

(Schindler, Kaatz, 2016). В настоящее время эффлюксные насосы разделены на семь се-

мейств (Рисунок 6). Насосы также разделены на две группы: первичные и второстепенные 
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транспортеры. Семейство транспортеров ABC относится к первой группе, для функцио-

нирования транспортеры используют энергию гидролиза АТФ. Второстепенные транс-

портеры включают семейства MFS, SMR, RND, PACE и MATE, которые функционируют 

за счет электрохимического потенциала мембраны (Baranova, Elkins, 2016; Foster, 2017; 

Henderson et al., 2021). RND-переносчики включают в себя три различных белковых ком-

понента, способных к быстрой сборке в функциональный комплекс. В комплексе, где 

внутримембранный протон/субстрат антипортер функционирует в качестве двигателя, 

происходит активный транспорт субстрата через эффлюкс канал, который находится во 

внешней мембране. Якорные белки обладают свойствами, содействующими повышению 

физической активности насоса (Zgurskaya, 2002; Li et al., 2010). 

Каждое семейство имеет характерную консервативную последовательность амино-

кислот. MFS является самым большим и самым разнообразным семейством вторичных 

транспортеров, известных на сегодняшний день. Семейство характеризуется различным 

количеством трансмембранных сегментов, причем некоторые из систем оттока имеют 12, 

а другие 14 трансмембранных областей. Основным механизмом резистентности грамот-

рицательных бактерий к антибиотикам является повышенная активность эффлюкс-

насосов семейства RND, которые включают три компонента: 

-Во внутренней мембране находится протонный антипортер. 

-Во внешней мембране находится эффлюкс-канал по которому субстратытранспор-

тируются через пептидогликан и непосредственно через внешнюю оболочку. 

-Во внутренней мембране находится якорный адаптер белка (Marquez, 2005; Biswas 

et al., 2008; Li et al., 2010). 

Экспрессия генов эффлюксных насосов является сложным процессом и регулирует-

ся как локально кодируемыми регуляторами, так и многочисленными глобальными регу-

ляторами, которые также влияют на экспрессию других генов. 

У бактерий гены, кодирующие эффлюксные белки, находятся в хромосомах или 

плазмидах, поэтому способны передаваться в результате горизонтального переноса. А 

возникающие мутации приводят к повышенной экспрессии генов, кодирующих эффлюкс-

насосы для выведения из клетки часто нескольких препаратов (Baranova, Elkins, 2016). У 

представителей рода Bacillus обнаружены насосы всех известных семейств (Hassan et al., 

2017). Изучение структуры эффлюкс-насосов у бактерий группы B. cereus, три из которых 

– B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis являются патогенами людей, животных и насеко-

мых, показало, что у штаммов этих видов функционирует соответственно по 93, 93 и 103 

системы эффлюкса из всех известных семейств. Однако большинство идентифицирован-

ных систем оттока антибиотиков были классифицированы в пределах семейств MFS (бо-
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лее 50 насосов у каждого из трех штаммов) или ABC (до 35 транспортных систем) и всего 

от 3 до 5 эффлюкс-насосов каждого из семейств RND, MATE и SMR (Таблица 2) (Barano-

va, Elkins, 2016; Hassan et al., 2017). Следовательно, эффлюкс-насосы, по-видимому, осо-

бенно распространены в геномах группы B. cereus, но на сегодняшний день функциональ-

но охарактеризовано относительно мало этих переносчиков. Напротив, B. subtilis кодирует 

одни из наиболее хорошо охарактеризованных насосов оттока нескольких лекарственных 

препаратов у бактерий, включая транспортеры Bmr и Blt из суперсемейства основных фа-

силитаторов MFS (Kumano et al., 2003). Белки MFS являются древним семейством белков, 

встречаются во всех микроорганизмов и участвуют в широком спектре транспортных ре-

акций, включая поглощение основных питательных веществ и отток токсичных соедине-

ний (Paulsen et al., 1996).  

3.9.4. Модификация мишени 
Большинству антибиотиков для подавления патогенного микроорганизма необходи-

мо осуществить специфическое связывание с мишенью действия. Это может усложняться 

в результате изменения структуры мишени действия и антибиотик не способен к эффек-

тивному связыванию. Как правило, подобные изменения опосредуются спонтанными му-

тациями. Изменение структуры мишени действия препятствует эффективному связыва-

нию с антибиотиком, но по-прежнему позволяют выполнять свою нормальную функцию. 

В обычной ситуации антибиотик способен прочно связываться со специфичной мишенью 

и оказывать подавляющее действие. Мутация сайта-мишени (пример: мутаций в генах то-

поизомеразы, которые ведут квозникновению устойчивости к фторхинолонам) или реком-

бинация, ведущая к изменению положения гена (мозаичная аллель) – оба эти механизма, 

ведут к уменьшению сродства между антибиотиком и мишенью его действия, вследствие 

чего антибиотик не способен эффективно связаться с мишенью. Модификация мишени 

путем добавления химической группы также ведет к предотвращению связывания анти-

биотика без изменения первичной последовательности белка мишени (Roberts et al., 1999; 

Hooper, 2000; Poehlsgaard, 2005; Nikaido, 2009; Kohanski et al., 2010). 
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Таблица 2. Количество предполагаемых систем выведения лекарств, закодированных в 

геномах штаммов группы B. cereus и других Firmicutes (Hassan et al., 2017). 

Штамм 
Эффлюксные семейства 

ABC MFS MATE SMR RND Total % 

Bacillus anthracis Ames  28a 51 4 5 4 93 

Bacillus cereus ATCC 14579 28 53 4 4 3 93 

Bacillus thuringensis konkukian 35 53 4 5 5 103 

Bacillus megaterium QMB155 30 40 4 4 6 84 

Bacillus pumilus SAFR032 23 30 4 3 4 64 

Bacillus subtilis 168 20 39 4 4 4 71 

Staphylococcus aureus N315  16 22 1 1 2 42 

Clostridium perfringens ATCC 13124 16 8 10 0 1 35 

Listeria monocytogenes La111 27 23 9 1 3 63 

Listeria innocua Clip11262   31 18 6 1 2 58 

Geobacillus thermodenitrificans NG802 20 11 2 2 3 38 

 

Классический пример модификации мишени наблюдается у штаммов S. aureus 

MRSA, где устойчивость к β-лактамам обеспечивается экзогенным пенициллин-

связывающим белком, известным как PBP2a, чей транспептидазный домен нечувствите-

лен к действию нескольких различных β-лактамов (Fishovitz et al., 2014; Liu et al., 2016).  

Устойчивость к ванкомицину у энтерококков опосредована функционированием 

группы генов van, которые кодируют биохимический механизм, реконструирующий син-

тез пептидогликана посредством замены D-Ala на D-лактат, что приводит к высокому 

уровню устойчивости, или замены на D-серин, что приводит к низкой устойчивости. За-

мена D-Ala на D-лактат удаляет одинарную водородную связь между молекулой ванкоми-

цина и его мишенью (фрагмент D-Ala-D-Ala), снижая сродство антибиотика к предше-

ственнику приблизительно в 1000 раз. На сегодняшний день описано девять различных 

van-кластеров (vanA, vanB, vanC, vanD, vanE, vanG, vanL, vanM и vanN) связанных с энте-

рококками (Miller et al., 2014; Munita et al., 2016). 

Одним из наиболее изученных примеров механизма защиты мишени действия анти-

биотика являются детерминанты устойчивости к тетрациклинам TetM и TetO. Эти белки 

принадлежат к надсемейству факторов трансляции ГТФаз и действуют как гомологи фак-
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торов элонгации (EF-G и EF-Tu), участвующих в синтезе белка. TetO и TetM взаимодей-

ствуют с рибосомой и вытесняют тетрациклин из сайта связывания ГТФ-зависимым обра-

зом. TetM непосредственно вытесняет и высвобождает тетрациклин из рибосомы посред-

ством взаимодействия между доменом IV 16S рРНК и сайтом связывания тетрациклина. 

Это взаимодействие изменяет конформацию рибосомы, предотвращая повторное связыва-

ние антибиотика. TetO в свою очередь конкурирует с тетрациклином за одно и то же ри-

босомное пространство и изменяет геометрию сайта связывания антибиотика, вытесняя 

антибиотик из рибосомы и позволяя тем самым возобновить синтез белка (Munita et al., 

2016). 

3.9.5. Изменение проницаемость мембран 

Наружная мембрана грамотрицательных бактерий выступает в роли селективного 

барьера, который можно сравнить с молекулярным ситом, где поглощение большинства 

гидрофильных молекул осуществляется через заполненные водой каналы, представляю-

щие собой гидрофильные поры, образованные белками поринами. Для того чтобы анти-

биотик проник в бактериальную клетку, он должен иметь определенный размер и заряд, 

что имеет критическое значение при переходе через пориновый канал (Nikaido, 2001). 

Гидрофильные молекулы, такие как β-лактамы, тетрациклины и некоторые фторхиноло-

ны, особенно зависят от изменений, связанных с проницаемостью внешней мембраны, по-

скольку данные антибиотики используют порины для проникновения внутрь бактериаль-

ной клетки. Врожденная низкая чувствительность P. aeroginosa и Acinetobacter baumanii к 

β-лактамам (по сравнению с Enterobacteriaceae) частично связана с уменьшенным количе-

ством и/или дифференциальной экспрессией поринов (Alekshun et al., 2007; Delcour, 2009; 

Li et al., 2012). 

Описано несколько типов поринов, их можно классифицировать в соответствии с их 

структурой (тримерные или мономерные) и с уровнем селективности. Среди наиболее 

изученных поринов есть три основных белка, обнаруженных у E. coli (OmpF, OmpC и 

PhoE), которые являются классическими примерами порин-опосредованной устойчивости 

к антибиотикам. Основным порином наружной мембраны (на примере бактерии Ps. aeru-

ginosa) является белок OprF, который, помимо участия в неспецифической диффузии, за-

действован в процессе адгезии и образования биопленки в анаэробных условиях (Delcour, 

2009). Изменения в функционировании поринов чаще всего связаны с изменением типа 

экспрессируемых поринов, изменением уровня экспрессии поринов и нарушениями в 

функционировании поринов. Изменения проницаемости, связанные с любым из этих ме-

ханизмов, часто приводят к резистентности низкого уровня и, как правило, функционирют 
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совместно с другими механизмами резистентности, например такими, как повышенная 

экспрессия эффлюксных насосов (Nikaido, 2003; Delcour, 2009; Munita et al., 2016). 

Изучение клинических изолятов K. pneumoniae до и после антимикробной терапии 

показало, что изоляты после терапии демонстрируют сдвиг в экспрессии поринов от 

OmpK35 до OmpK36. Это изменение в типе экспрессируемых поринов напрямую корре-

лирует с 4-8-кратным снижением чувствительности к широкому спектру β-лактамных 

противомикробных препаратов у исследуемых изолятов (Munita et al., 2016). 

3.9.6. Метаболические шунты 
Ярким примером возникновения резистентности, опосредованной формированием 

метаболического шунта, является устойчивость, возникшая у энтерококков к ванкомици-

ну. Ванкомицин и родственные гликопептиды являются препаратами для лечения тяже-

лых инфекций, вызванных грамположительными бактериями, такими как Enterococcus, S. 

aureus и Clostridium difficile (Stogios et al., 2020). Резистентность к ванкомицину высокого 

уровня (МИК от 64 до 1000 мг/л) была впервые обнаружена в 1986 г., через 30 лет после 

первого клинического применения ванкомицина, когда были выделены устойчивые к ван-

комицину энтерококки. Детерминанты устойчивости у этих штаммов были закодированы 

в транспозоне на плазмиде, что повысило вероятность распространения устойчивости к 

ванкомицину среди Гр+ видов посредством горизонтального переноса генов. Позже при-

обретенная устойчивость к ванкомицину была обнаружена у S. aureus, C. difficile, 

Streptococcus bovis и многих других видов бактерий (Nikaido, 2009; Stogios et al., 2020). 

На данный момент известно о двух механизмах резистентности к ванкомицину, ко-

торые широко распространены в настоящее время. Ванкомицин образует сложную сеть 

водородных связей с областью d-Ala-d-Ala липида II, препятствуя процессу синтеза пеп-

тидогликанового слоя. Устойчивость к ванкомицину включает деградацию этого природ-

ного предшественника и его замену альтернативами d-Ala-d-lac или d-Ala-d-Ser, к кото-

рым ванкомицин имеет низкое сродство (Evers et al., 1996; Courvalin, 2006; Nikaido, 2009; 

Stogios et al., 2020). 

 

Глава 4. Генетические детерминанты резистентности к антибиотикам у бацилл 

4.1. Гены, кодирующие механизмы эффлюкса 

Ген blt. Эффлюксные насосы являются активными белковыми транспортерами, ло-

кализованными в цитоплазматической мембране клетки и требующими химической энер-

гии для выполнения своей функции. Первичные транспортеры в качестве источника энер-

гии используют гидролиз АТФ, тогда как у вторичных транспортеров транспорт связан с 

электрохимической разностью потенциалов, создаваемой закачкой ионов водорода или 
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натрия. Бактериальные помпы получили известность в патогенезе инфекционных болез-

ней человека и животных, поскольку они помогают бактериям защитить себя от противо-

микробных препаратов, используемых для борьбы с ними. В последнее время появляются 

также данные о том, что эффлюксные насосы играют важную, но плохо изученную, эко-

логическую и физиологическую роль в природных экосистемах. Об этом свидетельствует 

их эволюционная консервативность на уровне последовательностей ДНК и белков. Отка-

чивающие насосы обычно кодируются хромосомами и в значительной степени являются 

частью «основного генома» (coregenome), хотя многие из них, видимо не являются необ-

ходимыми для обеспечения роста бактерий. Отсутствие специфичных природных суб-

стратов для многих классов эффлюкс-систем усложняет понимание их физиологической 

роли. Гены эффлюксных насосов могут быть приобретены также посредством горизон-

тального переноса генов (Henderson et al., 2021; Mooree-Machacek et al., 2023). Гены, коди-

рующие эти функционально и структурно разнообразные системы эффлюксных насосов, 

широко распространены в микробном мире, при этом у каждого вида или штамма может 

функционировать одновременно большинство семейств насосов (Henderson et al., 2021). 

Благодаря тому, что у многих эффлюксных насосов отсутствует строгая специфич-

ность к субстрату, один насос может откачивать множество структурно сходных соедине-

ний, таких, например, как бактериальные вторичные метаболиты, что позволяет предот-

вратить внутриклеточное накопление токсичных метаболитов (Blanco et al., 2016). Спо-

собность вытеснять экзогенные токсичные субстраты, возможно, является ключевой есте-

ственной ролью эффлюкса. Например, бактерии способны выводить из клетки самые раз-

нообразные субстраты, которые в противном случае были бы токсичными для клетки, та-

кие как биоциды, тяжелые металлы, органические загрязнители, а также противомикроб-

ные препараты, синтезируемые другими микробами, находящимися поблизости, или при-

меняемые клинически (Henderson et al., 2021). Эффлюксные насосы имеют у бактерий 

важное значение для поддержания цитоплазматического гомеостаза pH, что, в свою оче-

редь, обеспечивает функциональность откачивающих насосов за счет поддержания про-

тондвижущей силы и функции ключевых метаболических ферментов. При экстремальных 

изменениях pH (например, в кишечнике млекопитающих, в кислых, щелочных озерах и т. 

д.) экспрессия эффлюксных насосов и других систем модулируется, чтобы обеспечить 

стабильность мембран, проницаемость и гомеостаз. У видов, обитающих в суровых усло-

виях, откачивающие насосы обеспечивают устойчивость к изменению pH, а в некоторых 

случаях даже кислотоустойчивость (Blanco et al., 2016). 

Эффлюксные насосы разделены на семь семейств (Рисунок 6) – ABC, RND, MFS, 

SMR, MATE, PACE и AbgT (Henderson et al., 2021). У представителей рода Bacillus обна-
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ружены насосы всех известных семейств (Hassan et al., 2017). Так B. subtilis обладает дву-

мя гомологами эффлюксного транспортера MFS-типа: Bmr и Blt. Оба являются перенос-

чиками, связанными с множественной лекарственной устойчивостью, способными отка-

чивать антибиотики группы фторхинолонов, а также некоторые молекулы, не относящие-

ся к антибиотикам, например, красители и ингибиторы (Ahmed et al., 1995). При этом по-

казано, что сверхэкспрессия переносчика Blt у B. subtilis придает фенотип множественной 

лекарственной устойчивости, но в основном обеспечивает отток в среду встречающегося в 

природе полиаминового соединения спермидина, что является естественной функцией Blt 

(Poole, 2000; Fleeman et al., 2018). Откачивающий насос Blt у B. subtilis играет важную фи-

зиологическую роль в оттоке спермидина видимо в результате того, что ген blt кодируется 

рядом с геном полиаминацетилтрансферазы, что и способствует оттоку спермидина (Has-

san et al., 2017). Эффлюксный транспортер Blt способствует развитию лекарственной 

устойчивости к фторхинолонам только у мутантных штаммов, показывающих повышен-

ную экспрессию гена blt. Ген blt положительно регулируется продуктом гена bltR, хотя 

субстраты откачивающего насоса Blt не индуцируют экспрессию blt и не связываются с 

белком BltR (Ahmed et al., 1995). Таким образом, у B. subtilis экспорт противомикробных 

препаратов может быть основной функцией транспортера Bmr, тогда как ген blt и белок 

Blt играют важную физиологическую роль только в экспорте полиаминов и вторичную 

роль в откачке фторхинолонов (Baranova et al., 1999; Poole, 2000). 

Гены ykkCD. Транспортеры, относящиеся к семейству малых помп с множественной 

лекарственной устойчивостью (SMR), обеспечивают экспорт или поглощение лекарств, 

сахаров, аминокислот и других метаболитов и представляют собой самые маленькие из 

известных на сегодняшний день откачивающих насосов. Полная транспортная система 

SMR состоит из двух полипептидов, каждый длиной примерно 110 аминокислот, и может 

быть гомо- или гетеродимером. Полный транспортер YkkCD представляет собой откачи-

вающий насос, придающий устойчивость к ряду антибиотиков и биоцидов (Hassan et al., 

2017). 

Анализ генома B. subtilis показал, что эта бактерия кодирует семь гомологов семей-

ства SMR. Шесть из этих гомологов спарены в три различных оперона, и совместная экс-

прессия у E. coli одного такого оперона, ykkCD, но не экспрессия только ykkC или ykkD, 

приводит к развитию фенотипа с множественной лекарственной устойчивостью. Гены 

ykkC и ykkD B. subtilis, а также пару генов ykkCD клонировали в вектор экспрессии 

pBAD24. Когда гены ykkC и ykkD экспрессировались вместе в штамме E. coli DH5α, 

наблюдался фенотип МЛУ широкого спектра действия. Совместная экспрессия генов ykkC 

и ykkD привела к более, чем 20-кратному повышению МИК многих протестированных со-
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единений и к 100-кратному повышению МИК пиронина Y и фосфономицина (Jack et al., 

2000). 

Гены bcrA, bcrB и bcrC. Бацитрацин – полипептидный антибиотик, синтезируемый 

штаммами бактерии B. subtilis. Он ингибирует синтез клеточной оболочки бактерий и ис-

пользуется в клинической практике в сочетании с другими противомикробными препара-

тами. Существует два основных механизма устойчивости к бацитрацину: транспортер 

BcrABC, относящийся к суперсемейство АТФ-связывающих кассет (ABC), который отка-

чивает бацитрацин, и BacA ундекапренолкиназа, которая генерирует C55-

изопренилфосфат путем синтеза de novo и, таким образом, компенсирует ингибирование 

бацитрацином ферментативного дефосфорилирования С(55)-изопренилпирофосфата с об-

разованием C55-изопренилфосфата. Гены устойчивости к бацитрацину bcrA, bcrB и bcrC 

кодируют АТФ-связывающие кассетные транспортеры (ATP-binding cassette, ABC) обыч-

но участвующие в транслокации родственных им субстратов, которые управляются гид-

ролизом АТФ. Переносчик BcrABC обеспечивает иммунитет к синтезирующему бацитра-

цин штамму B. licheniformis (Podlesek et al., 2000). В этой системе белки BcrB и BcrC обра-

зуют трансмембранный канал, а два белка BcrA функционируют как АТФазы, обеспечи-

вая энергию для транспорта. Двухкомпонентная регуляторная система BacRS была иден-

тифицирована как регулятор экспрессии bcrABC (Podlesek et al., 2000; Cao et al., 2002). 

Ген устойчивости к бацитрацину bacA был впервые идентифицирован у E. coli. Го-

мологи BacA были также идентифицированы у S. pneumoniae и S. aureus и важны для 

устойчивости к бацитрацину, предположительно за счет увеличения синтеза C55-

изопренилфосфата (Chalker et al., 2000; Podlesek et al., 2000). Следует отметить, что меха-

низм устойчивости к бацитрацину, обеспечиваемый переносчиками Bcr, универсален – он 

одинаково функционален как у B. subtilis, так и у кишечной палочки (Podlesek et al., 2000).  

Следовательно, такие гены эффлюкса у бактерий рода Bacillus, как bcrA, bcrB, bcrC, 

ykkC, ykkD и blt, играют ключевую роль в различных биологических процессах, таких как 

устойчивость к антибиотикам, формирование биопленки и механизмы реагирования на 

стресс. Эти гены кодируют компоненты насосов или транспортных систем, которые могут 

выкачивать из клетки широкий спектр веществ, тем самым обеспечивая устойчивость к 

токсичным соединениям и антибиотикам, способствуя вирулентности и влияя на физиоло-

гию клетки в ответ на внешние стрессы. Понимание функционирования этих систем игра-

ет важную роль для разработки новых терапевтических стратегий и контроля бактериаль-

ной резистентности. 

 

 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%90%D0%BD%D1%82%D0%B8%D0%B1%D0%B8%D0%BE%D1%82%D0%B8%D0%BA
https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A1%D0%B5%D0%BD%D0%BD%D0%B0%D1%8F_%D0%BF%D0%B0%D0%BB%D0%BE%D1%87%D0%BA%D0%B0
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4.2. Гены, кодирующие инактивацию антибиотиков 

Гены TEM. Бета-лактамные антибиотики, включая пенициллины и цефалоспорины, 

являются одними из наиболее широко используемых антибактериальных средств. Основ-

ным механизмом устойчивости к этим антибиотикам у бактерий является продукция β-

лактамаз, которые гидролизуют β-лактамное кольцо, делая антибиотик неэффективным. 

Семейство ферментов β-лактамаз является одними из наиболее распространенных и хо-

рошо изученных групп ферментов, связанных с устойчивостью к антибиотикам (Bush, 

2023). Ранее полагали, что β-лактамазы связаны только с возбудителями внутрибольнич-

ных инфекций, однако теперь эти ферменты обнаружены у многих микроорганизмов из 

окружающей среды, в том числе у бактерий рода Bacillus. Некоторые специфические β-

лактамазы, такие как ферменты типа TEM-, SHV- и OXA, кодируемые плазмидами, рас-

пространены повсеместно. Важно исследовать бактериальные источники и пути распро-

странение наиболее известных и наиболее клинически значимых β-лактамаз, чтобы обес-

печить эффективное использование β-лактамных антибиотиков в различных географиче-

ских точках и медицинских учреждениях (Bush, Bradford, 2020). 

Как известно, β-лактамные антибиотики действуют путем ингибирования транспеп-

тидаз – ферментов, которые участвуют в биосинтезе клеточных стенок бактерий, а β-

лактамазы бактерий инактивируют β-лактамные антибиотики путем гидролиза их β-

лактамного кольца. β-лактамазы расширенного спектра действия (ферменты CTX-M, TEM 

и SHV-типа), относящиеся к классу А группы 2 по классификации Bush-Jacobi (Bush, 

Jacoby, 2010), способны гидролизовать пенициллины первого, второго и третьего поколе-

ний, цефалоспорины и монобактамы. Они кодируются генами, расположенными на плаз-

мидах, которые передаются путем конъюгации преимущественно между грамотрицатель-

ными видами бактерий. 

Карбапенемазы способны гидролизовать практически все β-лактамные антибиотики, 

включая карбапенемы. Их подразделяют на разные молекулярные классы (А, В и D), а 

также на группы 2 и 3 (Bush, Jacoby, 2010). Большинство карбапенемаз в основном описа-

ны у Enterobacteriaceae, P. aeruginosa и A. baumannii. Металло-β-лактамазы, относящиеся 

к классу B группы 3, можно разделить на те, которые кодируются плазмидами или связа-

ны с хромосомами. Последние встречаются преимущественно у Гр+ или Гр- палочек и 

анаэробных бактерий (Bush, Jacoby, 2010; Bush, Bradford, 2020). 

Одними из первых объектов биохимических исследований β-лактамаз, на результа-

тах которых была основана их классификация, являлись B. cereus, B. anthracis и B. 

licheniformis (Chen et al., 2003; Bush, 2018; Bush, 2023). Были описаны четыре молекуляр-

ных класса β-лактамаз (A, B, C и D) на основе размера молекулы и гомологии между ами-
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нокислотными последовательностями активного центра. Ферменты класса D обнаружены 

у бацилл недавно. Это B. pumilus, В. subtilis и B. atrophaeus (Stewart et al., 2020).  

Ген TEM-116. Гены TEM кодируют один из наиболее распространенных типов β-

лактамаз. Впервые идентифицированы у штаммов E. coli, но последующие исследования 

показали их присутствие и в бактериях других родов, включая Bacillus (Bush, Bradford, 

2020). Наличие генов TEM у Bacillus sp., как и у других Гр+ бактерий, указывает на их по-

тенциальную устойчивость к β-лактамным антибиотикам. Эти бактерии, например B. sub-

tilis, обычно встречаются в почве, где подвергаются действию естественных антибиоти-

ков, синтезируемых другими микроорганизмами, что, вероятно, способствовало развитию 

механизмов их устойчивости. Показано, что β-лактамазы TEM могут быть различными по 

своей структуре и спектру действия в зависимости от конкретного гена и его мутаций. Не-

которые из этих ферментов способны гидролизовать и расширенный спектр β-лактамов, 

включая новейшие цефалоспорины и карбапенемы, что делает их особенно опасными с 

точки зрения клинической микробиологии. 

Ген TEM-116 кодирует клинически значимую β-лактамазу расширенного спектра 

действия (БЛРС), которая относится к повсеместно распространенному семейству фер-

ментов, способных придавать устойчивость к пенициллинам, цефалоспоринам первого, 

второго и третьего поколений, а также подавляться ингибиторами β-лактамаз, такими как 

клавулановая кислота (Naidoo et al., 2020). 400 вариантов лактамаз TEM, которые были 

идентифицированы на данный момент, могут быть разделенына два кластера: один про-

исходит от TEM-1 (первый описанный белок TEM), а другой берет свое начало с TEM-

116. Ген TEM-116 содержится в конъюгативных плазмидах многих Гр- бактерий. Этот ген 

кодирует фермент с микробиологически доказанными характеристиками БЛРС (Paterson, 

Bonomo, 2005). Важно отметить, что гены TEM не всегда однозначно приводят к высоко-

му уровню устойчивости видов Bacillus к антибиотикам. Эффективность β-лактамаз, ко-

дируемых геном TEM-116, может существенно варьировать в зависимости от других фак-

торов, таких как наличие дополнительных β-лактамаз или других механизмов устойчиво-

сти, а также от специфической экспрессии гена в конкретной бактериальной клетке (Tóth 

et al., 2021). 

Текущие исследования устойчивости Bacillus к β-лактамам включают генетический 

анализ для определения наличия генов TEM и β-лактамаз, а также фармакологические ис-

пытания для оценки эффективности различных ингибиторов β-лактамаз. Эти исследова-

ния не только помогают лучше понять механизмы устойчивости, но и разрабатывать но-

вые подходы к лечению инфекций, вызванных устойчивыми к β-лактамам бактериальны-

ми штаммами. 
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Ген satA. Почва представляет собой сложную микробную нишу, занятую как прока-

риотами, так и эукариотами. Эта среда содержит химические вещества растительного и 

микробного происхождения, которые ставят под угрозу выживание микроорганизмов. Та-

кие противомикробные агенты оказывают сильное селективное давление на микробов, за-

ставляя их вырабатывать средства для их нейтрализации или устойчивости к ним. Поч-

венная бактерия B. subtilis выживает в окружающей среде различными способами, такими 

как споруляция, естественная способность приобретать генетический материал и синтез 

ферментов, которые могут детоксицировать противомикробные препараты. Стрептотри-

цин – антибиотик широкого действия, синтезируемый стрептомицетами, который дей-

ствует как на Гр+, так и на Гр- бактерии. Стрептотрицин оказывает бактерицидное дей-

ствие за счёт связывания с 30S субъединицей бактериальной рибосомы, что в дальнейшем 

приводит к угнетению синтеза белка. Известно, что фермент SatA у B. subtilis участвует в 

механизме инактивации стрептотрицина и кодируется геном satA. Штаммы B. subtilis, ли-

шенные гена satA, были чувствительны к стрептотрицину. Эктопическая (аномальная) 

экспрессия гена satA восстанавливала устойчивость к стрептотрицину у штаммов B. sub-

tilis satA (Bs SatA). Очищенный белок BsSatA ацетилировал стрептотрицин in vitro за счет 

ацетил-кофермента А (ацетил-КоА). Один ацетильный фрагмент, перенесенный на стреп-

тотрицин с помощью BsSatA, блокировал токсическое действие антибиотика из-за невоз-

можности модифицированного антибиотика связываться с 30S субъединицей бактериаль-

ной рибосомы. Существующие данные подтверждают вывод о том, что у B. subtilis фер-

мент SatA является стрептотрицин-ацетилтрансферазой (Burckhardt, Escalante-Semerena, 

2017). 

Гены mphL и mphK. Один из механизмов устойчивости к макролидам – эритроми-

цину, спирамицину и другим, заключается в энзиматически катализируемой модификации 

этих антибиотиков. В результате изменения специфическими ферментами модифициро-

ванные макролиды больше не могут эффективно связываться с 50S рибосомой, и, следо-

вательно, не способны оказывать антибиотическое действие. Было выявлено два класса 

ферментов, которые придают устойчивость к макролидным антибиотикам: макролидные 

фосфотрансферазы (MPHs) и макролидные эстеразы (Eres) (Baran et al., 2023).  Функцией 

MPHs является ингибирование антибактериальной активности макролидов с 14-, 15- и 16-

членными лактоновыми кольцами в результате модификации их структуры, включающей 

фосфорилирование гидроксильной группы, расположенной на углеродном атоме C5 анти-

биотической части дезозамина. Сейчас описано 15 макролидных фосфотрансфераз: MphA, 

MphB, MphC, MphD, MphE, MphF, MphG, MphH, MphI, MPhJ, MphK, MphL, MphM, 

MphN, MphO. Все они кодируются генами, расположенными на хромосоме или подвиж-
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ных генетических элементах. Присутствие макролидных фосфотрансфераз подтверждено 

у многих видов бактерий, как грамположительных, например, Staphylococcus, так и гра-

мотрицательных, например, E. coli (Pawlowski et al., 2016).    

 Из пятнадцати подтипов генов MPHs мобильными генетическими элементами ко-

дируются гены mph(A), (B) и (C). Эти гены обнаружены у клинических изолятов E. coli, 

Salmonella sp., Klebsiella sp. и S. aureus. Еще шесть MPHs также кодируются мобильными 

элементами, но они пока обнаружены только у непатогенных бактерий Exiguobacterium и 

Brachybacterium. Остальные шесть генов MPHs кодируются хромосомно у непатогенных 

бактерий, так гены MPH(2')-VII и MPH(2')-XI обнаружены соответственно у 

Brachybacterium faecium и B. subtilis 168 (Golkar et al., 2018).     

 Ген mphL является гомологом кодируемых хромосомами макролидных фосфо-

трансфераз (Mphs), которые инактивируют 14- и 15-членные макролиды эритромицин, 

кларитромицин, азитромицин у B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis (Wang et al., 2015). 

Ферменты Mphs инактивируют макролид путем его модификации фосфорилированием   

2'-ОН незаменимого диметиламиносахара, что предотвращает связывание антибиотика с 

рибосомой. Существует два функциональных кластера Mphs в группе бактерий B. cereus. 

Mphs кластера A инактивируют только 14-15-членные макролиды, в то время как Mphs 

кластера B инактивируют 14-, 15- и 16-членные соединения. Область генома, окружающая 

ген mph кластера B, связана с различными плазмидными последовательностями, что поз-

воляет предположить, что этот ген является геном приобретенной резистентности. Напро-

тив, ген mph кластера A расположен в хромосомной области, консервативной у всех изо-

лятов группы B. cereus, и имеющиеся данные указывают на то, что он был приобретен на 

ранней стадии эволюции группы. Следовательно, ген mphL, инактивирующий только 14- и 

15-членные макролиды и относящийся к кластеру А, можно считать геном внутренней ре-

зистентности, не связанным с плазмидными последовательностями (Wang et al., 2015; Al-

cock et al., 2023).           

Еще один из генов макролидных фосфотрансфераз – ген mphK, кодирующий хромо-

сомную макролид-фосфотрансферазу обнаружен у B. subtilis (Pawlowski et al., 2018; Al-

cock et al., 2023). Ген mphK является гомологом кодируемых хромосомами макролид-

фосфотрансфераз (Mphs), которые инактивируют 14- и 15-членные макролиды эритроми-

цин, кларитромицин, азитромицин у B. cereus, B. thuringiensis, B. subtilis, B. anthracis 

(Wang et al., 2015). У B. subtilis ген mphK находится в хромосоме (Sultan et al., 2020). 

 Макролидные фосфотрансферазы могут обеспечивать резистентность к широкому 

спектру макролидных субстратов, однако это явление еще мало исследовано. Разработка 

новых макролидов, устойчивых к действию Mphs, является одним из направлений борьбы 
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с растущей проблемой антибиотикорезистентности. Понимание структурных основ взаи-

модействия Mphs с макролидами может способствовать созданию таких молекул.  

Ген aadK Антибиотики группы аминогликозидов образуют связи с бактериальными 

рибосомами и нарушают биосинтез белков в клетках. Основным механизмом устойчиво-

сти микроорганизмов к аминогликозидам является модификация молекулы антибиотика 

бактериальными аминогликозид модифицирующими ферментами (АГМФ). Ген aadK ко-

дирует фермент аминогликозид-6-аденилилтрансферазу, который модифицирует антибио-

тики группы аминогликозидов, включающую стрептомицин, стрептомицин, неомицин, 

канамицин, амикацин, гентамицин, тобрамицин, сизомицин, арбекацин, нетилмицин, па-

ромомицин и спектиномицин, делая микроорганизмы устойчивыми к их действию 

(Saggese et al., 2022). Наличие этого гена в хромосоме многих исследованных штаммов B. 

subtilis, B. licheniformis, B. paralicheniformis указывает на его потенциальную важность в 

эволюции и адаптации данных видов бактерий к антибактериальным препаратам (Agersø 

et al., 2019). Устойчивость некоторых штаммов B. subtilis к стрептомицину обусловлена 

наличием гомолога гена aadK. Пангеномный анализ, показал, что ген aadK является ча-

стью основного генома B. subtilis (Saggese et al., 2022). 

Отсутствие доказательств горизонтального переноса гена aadK между бактериями 

подчеркивает его потенциальную безопасность в контексте распространения генов устой-

чивости к антибиотикам. Таким образом, наличие гена aadK и других подобных генов 

устойчивости у B. licheniformis и B. paralicheniformis не способствует увеличению пула 

генов резистентности в микробиоте, представляющих угрозу для здоровья человека или 

животных (Agersø et al., 2019). 

Были проанализированы более 100 штаммов B. licheniformis и B. paralicheniformis 

различного происхождения, полученных в разные периоды времени с целью изучить эво-

люцию четырех генов устойчивости – ermD (устойчивость к эритромицину), aadK и aph 

(устойчивость к стрептомицину), cat (устойчивость к хлорамфениколу), а также оценить 

потенциал горизонтального переноса этих генов (Agersø et al., 2019). Проанализирован 

состав последовательностей предполагаемых генов устойчивости и оценены их фланки-

рующие области на наличие мобильных генетических элементов, проведен филогенетиче-

ский анализ на уровне всего генома, а также на уровне отдельных генов, чтобы найти до-

казательства латерального переноса этих предполагаемых генов устойчивости к антибио-

тикам у исследуемых штаммов. Был сделан вывод, что гены cat, aph, aadK и ermD у B. 

licheniformis и B. paralicheniformis, скорее всего, являются внутренними генами, частью 

древнего резистома, и нет доказательств, подтверждающих возможность горизонтального 

переноса этих генов в клетки других бактерий (Agersø et al., 2019). 

https://ru.wikipedia.org/wiki/%D0%A0%D0%B8%D0%B1%D0%BE%D1%81%D0%BE%D0%BC%D0%B0
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Ген fosB. В настоящее время существует три различных класса ферментов, обеспе-

чивающих устойчивость к фосфомицину. Ферменты класса FosA представляют собой 

Mn2+ и K+-зависимые глутатион-S-трансферазы, которые катализируют нуклеофильное 

присоединение глутатиона (GSH) к C1 фосфомицина, открывая эпоксидное кольцо анти-

биотика и приводя к образованию модифицированного соединения, не обладающего бак-

терицидными свойствами. Гены, кодирующие FosA, были идентифицированы у несколь-

ких видов грамотрицательных бактерий, включая условно-патогенный для человека пато-

ген P. aeruginosa. Ферменты класса FosX представляют собой Mn2+-зависимые гидрола-

зы, которые катализируют гидратацию фосфомицина, инактивируя антибиотик. Ферменты 

класса FosB были обнаружены у грамположительных организмов, таких как S. aureus и B. 

subtilis, у которых катализируют Mn2+-зависимое присоединение L-цистеина (L-Cys) или 

бациллитиола к C1 фосфомицина (Thompson et al., 2013). 

Важную роль в механизме устойчивости к фосфомицину у бактерий играет ген fosB, 

кодирующий фосфомицин-тиольную трансферазу. Этот фермент использует либо бацил-

литиол, либо L-цистеин для разрушения эпоксидного кольца фосфомицина, что приводит 

к резистентности бактерий к данному антибиотику. В отличие от FosA, активность FosB 

зависит от кофактора магния (II) (Thompson et al., 2013). Установлено, что ген fosB, кроме 

бацилл, широко распространён среди стафилококков и энтерококков, что подчеркивает 

его значимость в передаче устойчивости к фосфомицину среди различных видов бакте-

рий. Механизмы устойчивости к фосфомицину важны для эпидемиологических исследо-

ваний, учитывая, что фосфомицин показывает высокую антимикробную активность про-

тив широкого спектра патогенных бактерий (Xin et al., 2022).  

Ген fosB был идентифицирован у S. aureus, B. subtilis и у некоторых представителей 

других родов, что указывает на широкое распространение этого гена среди бактерий мик-

робиоты человека. Обнаружено, что гомологи FosB могут быть классифицированы в три 

кластера с различиями в последовательностях, структуре и функциях. Помимо этого, было 

установлено, что FosB присутствует главным образом у Bacillus и Staphylococcus. Это 

свидетельствует о том, что бактерии микробиоты человека могут быть чувствительны к 

фосфомицину, однако вопрос горизонтального переноса гена fosB от видов Bacillus и 

Staphylococcus к другим бактериям остаётся открытым и критически важным в контексте 

устойчивости к фосфомицину (Song et al., 2019). 

Эти данные подчёркивают важность гена fosB в устойчивости к фосфомицину среди 

бактерий и необходимость разработки стратегий для контроля распространения рези-

стентности, особенно в свете растущего применения фосфомицина в медицине. 
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Ген APH(3’)-IIa. Аминогликозиды являются группой антибиотиков, широко ис-

пользуемых в клинической практике. Однако их применение сопряжено с такими пробле-

мами, как токсичность и устойчивость микроорганизмов. Ферменты аминогликозид-

фосфотрансферазы (АРН) модифицируют аминогликозиды путем фосфорилирования их 

гидроксильных групп в присутствии АТФ в качестве кофактора (Who, 2012). Фермент 

APH(3')-IIa инактивирует важные аминогликозидные антибиотики неомицин и канамицин 

путем фосфорилирования их гидроксильных групп, а также паромомицин, бутирозин, 

гентамицин В и рибостамицин (Who, 2012). Показано, что наличие гена APH(3')-IIa рас-

ширяет спектр инактивации аминогликозидных антибиотиков до амикацина – важного 

агента для лечения тяжелых системных инфекций, вызванных Гр- бактериями, и важней-

шего антибиотика второй линии для борьбы c возбудителем туберкулеза, обладающим 

МЛУ. Установлено также, что амикацин, важнейший антибиотик второго ряда, использу-

емый исключительно у людей, в некоторой степени фосфорилируется только в условиях 

in vitro (Perlin, Lerner, 1986). Носители варианта последовательности гена APH(3')-IIa 

включают следующие таксономические группы бактерий: Actinobacteria, Alphaproteobac-

teria, Bacilli, Bacteroidia, Betaproteobacteria, Clostridia, Flavobacteria и Gammaproteobacteri 

(Woegerbauer et al., 2015).  

Ген APH(3')-IIa широко используется в качестве селектируемого маркера в биотех-

нологии и попадает в окружающую среду с лабораторными отходами, содержащими 

трансгенные организмы. Это может привести к случаям рекомбинации с участием компе-

тентных бактерий окружающей среды. Известно, что внутригенная рекомбинация, приво-

дящая к образованию мозаичных генов, изменяет профили устойчивости определенных 

генов и видов бактерий. В нескольких исследованиях изучалось, в какой степени гены 

устойчивости к аминогликозидам подвергаются внутригенной рекомбинации с образова-

нием мозаичных генов. Однако, в настоящее время нет экспериментальных данных, под-

тверждающих или опровергающих гипотезу о том, что гены-маркеры антибиотиков, такие 

как ген APH(3')-IIa могут участвовать в формировании генов мозаичной устойчивости 

(Woegerbauer et al., 2015). Обнаружен только один случай рекомбинации с участием 

APH(3')-IIa и формированием мозаичного гена, расположенного на плазмиде в мультире-

зистентном изоляте P. aeruginosa PA96. Исследования показали, что событие рекомбина-

ции произошло в ходе эволюции гомолога APH(3')-IIa, присутствующего на плазмиде 

экологического происхождения в патогенном мультирезистентном штамме P. aeruginosa. 

Наблюдаемое количество вариантов последовательностей APH(3')-IIa у P. aeruginosa не-

велико, а их разнообразие, по-видимому, не обусловлено внутригенными рекомбинациями 

(Woegerbauer et al., 2015).  

https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.a3a70cd5-662e5185-d5994c1f-74722d776562/https/www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2015.00442/full#B66
https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.a3a70cd5-662e5185-d5994c1f-74722d776562/https/www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2015.00442/full#B66
https://translated.turbopages.org/proxy_u/en-ru.ru.a3a70cd5-662e5185-d5994c1f-74722d776562/https/www.frontiersin.org/journals/microbiology/articles/10.3389/fmicb.2015.00442/full#B49
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Гены BcI, BcII. Ген BcI кодирует сериновую β-лактамазу I B. cereus класса А груп-

пы 2А по классификации Bush и Jacoby (Bush, Jacoby, 2010; Torkar, Bedenić, 2018), гидро-

лизующую ряд пенициллинов, цефалоспоринов, карбапенемов у B. amyloliquefaciens, B. 

anthracis, B. cereus, B. halotolerans, B. subtilis, B. tequilensis, B. thuringiensis, B. velezensis 

(Alcock et al., 2023). Роль β-лактамазы I в гидролизе пенициллинов и цефалоспоринов бы-

ла впервые изучена у B. cereus 569/H/9 (Davies, Abraham, 1974). Ген BcII B. cereus кодиру-

ет β-лактамазу II, которая представляет собой термостабильный маннан-связывающий 

лектин (Torkar, Bedenić, 2018), расщепляющий большое количество пенициллинов, цефа-

лоспоринов, карбапенемову B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis (Alcock et al., 2023). 

Впервые β-лактамаза II изучена у B. cereus 5/B/6. Она представляет собой металло-β-

лактамазу цинка (Lim et al., 1988). 

4.3. Гены, кодирующие защиту мишени действия антибиотиков 

Ген vmlR. Антибиотики – это небольшие молекулы, которые специально ингибиру-

ют важнейшие клеточные процессы, например, такие как синтез белка. На рибосому воз-

действуют многочисленные классы антибиотиков, включая плевромутилины, линкозами-

ды, стрептограмины, фениколы и макролиды, и, наоборот, бактерии используют множе-

ство механизмов резистентности, предназначенных для защиты рибосомы от антибиоти-

ков. Две важные стратегии устойчивости к антибиотикам, используемые бактериями, 

включают отток антибиотиков и защиту рибосом, причем обе стратегии могут быть опо-

средованы членами большого семейства белков АТФ-связывающей кассеты (ABC). Белки 

ABC, участвующие в оттоке лекарств, включают мембрансвязанные транспортеры, кото-

рые используют энергию для выкачивания антибиотика из клетки. Напротив, белки ABC 

подкласса F (ABCF) не содержат трансмембранных доменов для прикрепления их к мем-

бране, а вместо этого придают устойчивость к антибиотику путем связывания с рибосо-

мой и вытеснения препарата из места его связывания на ней. Все белки ABCF придают 

устойчивость к антибиотикам, которые связываются с большой субъединицей рибосомы 

либо в пептидилтрансферазном центре, либо рядом с этим центром в выходном туннеле 

рибосомы. Белки ABCF можно разделить на отдельные классы на основе их профилей 

устойчивости (Crowe-McAuliffe et al., 2018). Устойчивость к антибиотикам, опосредован-

ная белками ABCF, может сочетаться с другими механизмами, особенно с устойчивостью, 

опосредованной метилированием 23S рРНК.  

Многие Гр+ патогенные бактерии используют рибосомальные защитные белки 

(ribosomal protective proteins, RPP) для придания устойчивости к клинически важным ан-

тибиотикам. У B. subtilis рибосомальный защитный белок VmlR придает устойчивость к 

линкомицину и стрептограмину A. VmlR представляет собой белок АТФ-связывающей 
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кассеты (ABC) типа F (Crowe-McAuliffe et al., 2018) и принадлежит к семейству факторов 

устойчивости к антибиотикам ABCF, которые связываются с большой субъединицей ри-

босомы, вытесняя антибиотики, воздействующие на пептидилтрансферазный центр (Oba-

na et al., 2023). Таким образом, у бактерий процесс транскрипции в присутствии эритро-

мицина, олеандомицина, линкомицина и стрептограмина A индуцирует экспрессию гена 

vmlR и образование защитного белка VmlR. При нарушении гена vmlR и, следовательно, в 

отсутствии синтеза защитного белка VmlR, чувствительность к макролидам эритромици-

ну и олеандомицину у B. subtilis увеличивается в 2 раза (Takada et al., 2022).  

Белки устойчивости к антибиотикам семейства ABCF широко распространены у Гр+ 

бактерий, но также обнаруживаются у некоторых Г- бактерий. Белки ABCF могут кодиро-

ваться хромосомами и/или плазмидами и обнаруживаются во многих клинически значи-

мых патогенных бактериях, включая S. aureus, E. faecalis, Listeria monocytogenes и E. coli 

(Takada et al., 2022). Белки ABCF, кодируемые горизонтально переносимой плазмидой, 

представлены стафилококковыми белками Vga и PoxtA, а также энтерококковыми OptrA. 

Быстрое горизонтальное распространение этих факторов резистентности среди бактерий 

вызывает тревогу, особенно в случае с белками PoxtA и OptrA, которые вызывают устой-

чивость к оксазолидиноновым антибиотикам последнего поколения, таким как линезолид. 

Некоторые из защитных белков ABCF кодируются хромосомами, а наиболее изученные 

представители обнаружены у B. subtilis (белок VmlR), E. faecalis (белок LsaA), Listeria 

monocytogenes (белок VgaL). Эти белки ответственны за внутреннюю (хромосомную) 

устойчивость этих видов бактерий к антибиотикам (Takada et al., 2022). 

4.4. Гены, кодирующие модификацию мишени действия антибиотика 

Ген clbA. Этот ген играет важную роль в механизме резистентности бактерий к ан-

тибиотикам, особенно у Bacillus velezensis MEP218, который выявлен как источник биоак-

тивных молекул с антимикробной активностью. Ген clbA ассоциирован с синтезом и регу-

ляцией антибиотических соединений, что делает его ключевым элементом в понимании 

устойчивости бактерий к различным антибиотикам (Liu et al., 2021). Ген clbA относится к 

группе генов, участвующих в биосинтезе вторичных метаболитов, которые бактерии ис-

пользуют для защиты от антимикробных агентов и конкуренции в окружающей среде. 

Функция гена clbA связана с синтезом компонентов, участвующих в формировании 

клеточной стенки бактерий, а также с производством определенных типов антибиотиков, 

которые могут быть использованы бактериями для подавления роста конкурирующих 

микроорганизмов. Участие clbA в формировании антибиотикорезистентности, обеспечи-

вает бактериям механизмы для борьбы с антибиотиками, такими как оксазолидиноны, фе-

николы, линкозамиды, стрептограмины А и плеуромутилины, путем модификации мише-
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ней антибиотиков или активного выведения антибиотиков из клетки (Liu et al., 2021). Ме-

ханизм действия clbA в контексте резистентности может включать изменение структуры 

или заряда молекул-мишеней антибиотиков в клеточной стенке, что уменьшает способ-

ность антибиотика связываться с мишенью и оказывать свое действие. Кроме того, clbA 

может участвовать в механизмах эффлюкса, активно удаляя антибиотические молекулы из 

клетки и, таким образом, снижая их концентрацию в цитоплазме до уровня, не достаточ-

ного для оказания терапевтического эффекта (Alcock et al., 2023).  

Влияние гена clbA на устойчивость к разным веществам делает его значимым марке-

ром в изучении бактериальной резистентности и предоставляет потенциальную мишень 

для разработки новых антибиотиков или методов подавления устойчивости бактерий. Ис-

следования, направленные на понимание роли clbA и связанных с ним путей в резистент-

ности, могут способствовать разработке новых стратегий борьбы с бактериальной рези-

стентностью (Medeot et al., 2023). 

Ген bcrC. Клеточная оболочка B. subtilis служит важной защитой от внешней среды 

и стрессовых факторов, таких как антибиотики, благодаря составу плазматической мем-

браны и пептидогликановой клеточной стенки. Эта стенка определяет форму бактерии и 

защищает её от разрыва. Важную роль в синтезе клеточной стенки играет мембранный 

цикл липида II, обеспечивающий строительные блоки, которые собираются в цитоплазме 

и транспортируются наружу. Ундекапренилфосфат (UP), молекула-носитель в этом про-

цессе, перерабатывается путём дефосфорилирования из ундекапренилпирофосфата (UPP) 

под действием фосфатаз, включая ферменты BcrC и UppP (Willdigg et al., 2024). Ген bcrC 

B. subtilis кодирует фосфатазу, которая является ключевым элементом в ответе на стресс 

клеточной оболочки, вызванный антибиотиками. Экспрессия гена bcrC увеличивается в 

условиях стресса, способствуя устойчивости к антибиотикам, например, к бацитрацину – 

полипептидному антибиотику, который подавляет синтез пептидогликана клеточной 

стенки у грамположительных бактерий. Фосфатаза BcrC оказывается более важной для 

защиты от стресса клеточной оболочки во время роста, чем UppP, особенно когда уровни 

фосфатазы UPP ограничены (Willdigg et al., 2024). 

Ген bcrC, взаимодействуя с другими генами, такими как bceAB, способствует устой-

чивости к бацитрацину – антибиотику, который связывается с ундекапренил-

пирофосфатом, блокируя синтез пептидогликана. Эти взаимодействия подтверждают мо-

дель, согласно которой индукция оперона ytpAB помогает клеткам противостоять стрессу, 

вызванному бацитрацином, либо способствуя переносу носителя липида UP, либо влияя 

на сборку или функцию комплексов, связанных с мембраной и участвующих в гомеостазе 

клеточной стенки. Таким образом, ген bcrC у B. subtilis играет критически важную роль в 
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механизмах устойчивости к антибиотикам, особенно к бацитрацину, участвуя в цикле ре-

гуляции и переработки липидов. Это необходимо для поддержания функциональности 

клеточной стенки и обеспечения защиты от антибиотиков, нацеленных на клеточную 

стенку, что подчеркивает важность bcrC в защите B. subtilis от антибиотиков и предостав-

ляет новые цели для разработки антимикробных стратегий (Willdigg et al., 2024). 

Ген ermD. У многих видов бацилл, как уже упоминалось выше, обнаружен ген ermD 

(эритромицин резистентная метилаза), ответственный за устойчивость к макролиду эрит-

ромицину и линкозамиду клиндамицину. Механизмом устойчивости к этим антибиотикам 

является посттранскрипционная модификация 23S рРНК путем моно/диметилирования 

остатка аденина. В результате нарушается комплиментарность антибиотика к рибосоме и 

препарат не может ингибировать синтез белка. Все метилазы рРНК метилируют один и 

тот же остаток аденина, что приводит к фенотипу устойчивости к макролидам-

линкозамидам-стрептограмину В (MLSB), при этом показано, что гены erm обеспечивают 

перекрестную резистентность к эритромицину и клиндамицину у B. licheniformis и B. 

paralicheniformis и преобладают у бактерий с высокой мультирезистентностью (Anjum et 

al., 2016; Jeong et al., 2020; Alcock et al., 2023). Полногеномное секвенирование и феноти-

пическое тестирование 104 штаммов B. licheniformis и B. paralicheniformis из различных 

источников показало, что у всех 30 штаммов B. paralicheniformis, и у 20 из 74 штаммов B. 

licheniformis обнаружен хромосомный ген ermD, кодирующий рРНК-аденин-N6-

диметилазу, состоящую из 286-287 аминокислот (Agersø et al., 2019). Следовательно, 

устойчивость к эритромицину у бацилл очень хорошо коррелирует с наличием гена ermD. 

Показано, что классы генов ermD и ermС локализованы на хромосоме у B. licheniformis, B. 

paralicheniformis и близкородственных видов Bacillus, резистентных к эритромицину и 

клиндамицину, при этом они не связаны с какими-либо мобильными генетическими эле-

ментами (Agersø et al., 2019; Jeong et al., 2020). 

РАЗДЕЛ 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

Глава 5. Объекты и методы исследований 

5.1. Объекты исследований 

В качестве объектов исследований использовали 28 штаммов бактерий рода 

Bacillus, выделенных с поверхности оборудования РС МКС и больничной лаборатории и 

идентифицированных до вида путем исследования их морфологических, культуральных 

и физиолого-биохимических признаков, с помощью анализа генов 16S рРНК, методов 

MALDI-TOF и полногеномного секвенирования. В опытах по определению устойчивости 

к антибиотикам использовали также виды бацилл, выделенные ранее с поверхности обо-
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рудования РС МКС и идентифицированные с помощью молекулярных методов. Эти 

штаммы – B. pumilus 8-12 (ВКПМ: B-12640), B. subtilis 14-12 (ВКПМ: B-12636), B. licheni-

formis 7-12 (ВКПМ: B-12638), содержатся в коллекции культур ФГБУ Национальный 

исследовательский центр «Курчатовский институт». Для сравнительного изучения 

были использованы также штаммы B. licheniformis КМ-МГУ 14, B. pumilus КМ-МГУ 364, 

B. subtilis КМ-МГУ 25 из коллекции микроорганизмов кафедры микробиологии биологи-

ческого факультета МГУ имени М.В.Ломоносова. 

5.2. Выделение первичных изолятов бактерий с РС МКС 

Пробы с поверхностей различных приборов РС МКС в зонах возможного скопле-

ния микроорганизмов отбирались с помощью ватных тампонов на площади 100 см2 кос-

монавтами на орбите Земли в ячейки специальной укладки (Рисунок 9), а затем в этой 

укладке доставлялись на Землю для микробиологического анализа. Для получения пер-

вичных изолятов бактерий осуществляли высевы образцов материалов, отобранных на РС 

МКС, на поверхность таких плотных питательных сред, как мясо-пептонный агар (МПА) 

с 1% глюкозы и 0,5 % дрожжевого экстракта, с рН=7,2 и БСА с рН 6,9. Образцы материа-

лов, полученные с РС МКС в специальной укладке в форме ватных палочек со смывом 

микроорганизмов с площадей оборудования РС МКС в 100 см2, вымачивали в пробирках с 

3 мл стерильного физраствора в течение 4 часов с использованием установки Вортекс V-1. 

Затем 10-100 мкл полученной суспензии наносили на поверхность соответствующей 

плотной питательной среды в чашке Петри и распределяли стерильным шпателем Дри-

гальского. Культивирование осуществляли при температуре 30°С в течение 24–216 ч. Рост 

культур на чашках анализировали через 24, 48, 72, 96, 120, 144, 168 и 240 часов. 

5.3. Выделение первичных изолятов бактерий из больничной лаборатории 

Пробы с поверхностей оборудования лаборатории для отбора проб крови отбирали с 

помощью ватных тампонов на площади 100 см2 в стерильные пробирки. Пробы отбирали 

до начала работы лаборатории, через 10 мин после ночного УФ-облучения и утренней ан-

тисептической обработки рабочих поверхностей с помощью дезрастворов. Для получения 

первичных изолятов бактерий высевали образцов материалов, отобранных в лаборатории, 

на поверхность мясо-пептонного агара (МПА) с 1% глюкозы и 0,5 % дрожжевого экстрак-

та с рН=7,2 и БСА с рН 6,9. Образцы материалов в форме ватных палочек со смывом мик-

роорганизмов вымачивали в пробирках с 3 мл стерильного физраствора в течение 4 часов 

с использованием установки Вортекс V-1. Затем 10-100 мкл полученной суспензии нано-

сили на поверхность соответствующей плотной питательной среды в чашке Петри и рас-

пределяли стерильным шпателем. Культивирование осуществляли при температуре 30° С 
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в течение 24-240 ч. Рост культур на чашках анализировали через 24, 48, 72, 96, 120, 144, 

168 и 240 часов. 

5.4. Получение чистых культур бактерий с РС МКС и больничной лаборатории 

С целью получения чистых культур бактерий выбирали те чашки Петри с посевами, 

где можно было оценить различные морфотипы колоний. Для этого использовали чашки, 

где количество колоний было небольшим (до 100 колоний), что позволяло получить круп-

ные колонии и изучить различные морфотипы колоний в динамике через 24, 48, 72, 96, 

120, 144, 168 и 240 часов. Получение чистых культур бактерий осуществляли из отдель-

ных колоний определенных морфотипов, сформировавшихся на поверхности плотных пи-

тательных сред через 96-168 часов. Из изолятов культур бактерий различных морфотипов, 

полученных на чашках, методом повторных рассевов на МПА+1% глюкозы+0,5% дрож-

жевого экстракта и бульон сусло-агар (БСА) получали чистые культуры бактерий.  

5.5. Определение чистоты культур бактерий 

Чистоту культур бактерий анализировали методом микроскопии с использованием 

препаратов «раздавленная капля», фазовых объективов 40х и 100х, препаратов фиксиро-

ванных окрашенных фуксином клеток и фазового объектива 100х с масляной иммерсией. 

Использовали также троекратный метод рассева суспензий клеток в стерильной водопро-

водной воде на плотные питательные среды – МПА + 1% глюкозы + 0,5% дрожжевого 

экстракта с рН=7,2 и БСА с рН=7,0 для получения отдельных колоний только одного, ха-

рактерного для данных питательных сред морфотипа бактерий.  

5.6. Окраска клеток по Граму 

Окраска по Граму осуществляли с использованием 24-часовых культур бактерий, 

выросших на МПА + 1% глюкозы + 0,5% дрожжевого экстракта с рН=7,2 или БСА с 

рН=7,0 с использованием общепринятой методики (Герхард, 1983).  

5.7. Определение подвижности клеток 

Определение подвижности клеток осуществляли у 8-48 часовых культур бактерий 

при росте на МПА + 1% глюкозы + 0,5% дрожжевого экстракта с использованием препа-

ратов «раздавленная капля» и фазовых объективов 40х и 100х.  

5.8. Определение морфологии клеток 

Морфологию клеток бактерий изучали, культивируя их на среде МПА+1% глюко-

зы+0,5% дрожжевого экстракта или БСА – то есть средах, на которых они были выделены 

из проб укладки РС МКС или из проб больничной лаборатории. Исследовали клетки раз-

ного возраста – от 8 часов (для определения морфологии подвижных клеток) до 240 часов 

(для определения морфологии старых клеток, а также определения наличия и свойств эн-

доспор). Морфологию клеток бактерий анализировали методом микроскопии с использо-
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ванием препаратов «раздавленная капля» и фазового объектива 40х и фиксированных 

окрашенных фуксином клеток и фазового объектива 100х с масляной иммерсией. 

5.9. Определение размеров клеток 

Размеры клеток определяли с помощью объект-микрометра с использованием 24-96 

часовых культур бактерий, препаратов «раздавленная капля», фазового объектива 100х и 

масляной иммерсии. Использовали также фиксированные окрашенные фуксином клетки и 

фазовый объектив 100х с масляной иммерсией. 

5.10. Определение наличия эндоспор в клетках 

Для подтверждения способности образовывать эндоспоры видами бактерий, предпо-

ложительно образующих эндоспоры, чистые культуры бактерий высевали на картофель-

ную среду. Для ее приготовления 200 г очищенного картофеля заливали 200 мл водопро-

водной воды и кипятили 30 минут. Затем объем картофельного отвара доводили до 400 

мл, фильтровали через марлю и добавляли 2% агара. Среду стерилизовали при 1 ати. Вре-

мя культивирования бактерий на этой среде 72-120 часов. Наличие эндоспор определяли 

методом микроскопии с использованием препаратов «раздавленная капля» и фазовых 

объективов 40х и 100х, а также фиксированных окрашенных фуксином клеток и объекти-

ва 100х с масляной иммерсией. Для определения способности формировать культурой 

бактерий эндоспоры применялся также тест по 10-минутному кипячению клеток. Для это-

го готовили суспензию бактерий, культивировавшихся на картофельной среде в течение 

72 часов, в стерильном физрастворе и прогревали эту суспензию 10 минут при 1000С в 

пробирке на водяной бане с последующим высевом прогретой суспензии на среду 

МПА+1% глюкозы+0,5% дрожжевого экстракта.  

5.11.  Определение морфологии эндоспор в клетках 

Использовали препараты «раздавленная капля», фазово-контрастный объектив 100x, 

масляную иммерсию. В некоторых случаях применяли дифференциальную окраску споры 

и цитоплазмы. Для этого на предметном стекле готовили мазок бактерий, высушивали его, 

фиксировали над пламенем горелки и заливали раствором метиленового синего по Леф-

флеру. Краситель на препарате доводили до кипения в течение 10-20 сек с добавлением 

дополнительных порций красителя по мере его испарения. Препарат охлаждали, промы-

вали водой и дополнительно в течение 30 сек докрашивали 0,5%-ным водным раствором 

сафранина. Краситель сливали, препарат промывали водой и просматривали с масляной 

иммерсией. Споры окрашивались в синий цвет, а клетки в красный. Морфологию (форму) 

эндоспор – округлая, овальная, палочковидная определяли с использованием 48-240 часо-

вых культур бактерий, выращенных на картофельной среде. Отмечали различные типы 
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расположения эндоспор в клетках – центральная, терминальная (концевая), латеральная 

(боковая), а также изменение формы (ширины) клетки сформированной эндоспорой. 

5.12. Определение наличия в клетках параспоральных телец 

Для обнаружения параспоральных телец использовали 48-240 часовые культуры 

бактерий, выращенных на картофельной среде, препараты «раздавленная капля», фазово-

контрастный объектив 100х, масляную иммерсию. Для обнаружения параспоральных те-

лец применяли специальную окраску. Для этого готовили тонкий мазок клеток, высуши-

вали его на воздухе, фиксировали над пламенем горелки и в течение 2 мин окрашивали 

анилиновым черным. Затем осторожно смывали краску водой и мазок в течение 15 с до-

крашивали фуксином Циля. Затем препарат промывали водой, высушивали и микроско-

пировали с иммерсионной системой. При такой окраске параспоральные тельца окраши-

ваются в черный, а клетки – в розовый цвет.  

5.13. Определение отношения бактерий к кислороду 

Отношения бактерий к кислороду определяли на среде состава (г): дрожжевой экс-

тракт – 0,5; глюкоза – 0,5; агар – 0,1; МПБ – 100 мл; рН среды – 7,0. Среду расплавляли, 

разливали в пробирки по 5 мл и стерилизовали при 0,5 ати. Отдельно в пробирках стери-

лизовали парафин при 1 ати. Перед посевом пробирки со средой и парафином, а также 

пробирку с 5 мл нестерильной воды и термометром ставили в кипящую водяную баню на 

20 мин. Затем пробирку со средой и водой переносили в баню с холодной водой, и как 

только температура в пробирке с водой и термометром снижалась до 400С, засевали сте-

рильную среду в пробирках, погружая в нее петлю культуры. После посева поверхность 

среды заливали 3 мл парафина. Засевали также непрогретую среду и парафином ее не за-

ливали. Все пробирки помещали в термостат при 300С на 5 суток. Аэробные бактерии вы-

растали только на поверхности среды, не залитой парафином, анаэробные бактерии – 

только на прогретой среде, залитой парафином, а факультативные анаэробы росли в 2 

пробирка.  

5.14. Тест на каталазу 

Для обнаружения каталазы снимали часть выросшей культуры в поверхности агари-

зованной среды неметаллическим инструментом и смешивали на предметном стекле с 

каплей 3%-ной перекиси водорода. О наличии каталазы судили по образованию пузырь-

ков газа, наблюдаемых через 1-2 мин невооруженным глазом или в микроскоп при малом 

увеличении.  

5.15. Образование бактериями кислоты из глюкозы 

Способность бактерий образовывать кислоту из глюкозы определяли на среде соста-

ва (г): (NH4)2HPO4 – 0,1; дрожжевой экстракт – 0,02; MgSO4– 0,02; KCl– 0,02; 0,04%-ный 
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водный раствор бромкрезолового пурпурного –1,5 мл; вода дистиллированная – 100 мл. 

Значение рН среды 6,8. Эту среду разливали по 10 мл в пробирки и стерилизовали при 1 

ати. Отдельно готовили 10 %-ный раствор глюкозы в дистиллированной воде и стерили-

зуют его при 0,5 ати. Перед засевом бактерий в пробирки стерильную глюкозу добавляли 

к среде до концентрации 1%. Бактерии культивировали в течение 6 суток в термостате при 

300С. Образование кислоты отмечали по изменению цвета индикатора от пурпурного при 

рН среды 6,8 до желтого при рН 5,2.  

5.16. Идентификация культур бактерий анализом 16S рРНК 

Для идентификации культур бактерий анализом 16S рРНК проводили выделение 

ДНК из клеток соответствующих штаммов. Бактерии выращивали в жидкой среде МПБ с 

1 % глюкозы и 0,5% дрожжевого экстракта (рН=7,2). ДНК выделяли с помощью комплек-

та реактивов Genomic DNA Purification Kit KO 512 (Thermo Scientific, США). Для выделе-

ния ДНК использовалась методика, рекомендуемая разработчиками комплекта реактивов 

Genomic DNA Purification Kit KO 512. Очищенную ДНК использовали в качестве матрицы 

для последующей амплификации.  

ПЦР осуществляли в соответствии с протоколом, рекомендованным для каждого 

фермента. Амлификацию гена 16S рРНК проводили с использованием праймеров («Син-

тол», Россия) B63f (5'-CAG GCC TAA CAC ATG CAA GTC-3) и B1387r (5-GGGCGGWGT 

GTA CAA GGC-3'). Состав реакционной смеси (25 мкл): 10 нг геномной ДНК, буфер для 

ПЦР, 2,5 мМ MgCl2, 0,2 µМ каждого праймера, 0,25 мМ dNTP и 0,06 µl Taq-полимеразы 

(«Синтол, Россия). Температурный режим: один цикл 3 мин при 94°С; 30 циклов по 20 с 

при 90°С, 30 с при 55°С и 1 мин при 72°С. Окончательное удлинение в течение 4 мин при 

72°С. 

Полученные с помощью ПЦР фрагменты ДНК разделяли в агарозном геле с помо-

шью электрофореза (120 В). Агарозный гель готовили, добавляя агарозу (1-1,2%) в 1 x 

трис-ацетатный (ТАЕ) буфер, нагревали до 90-95°С, перемешивали до полного растворе-

ния агарозы, добавляли 7,5 мкл раствора бромистого этидия на каждые 150 мл раствора, 

охлаждали до 45-50°С и заливали в специальную форму. После полимеризации гель пере-

носили в электрофорезную горизонтальную камеру Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, США). В 

образцы с фрагментами ДНК добавляли буфер в объёмном соотношении 1:5. Электрофо-

ретическое разделение проводили в буфере 1x ТАЕ. Фрагменты нуклеиновых кислот 

определяли в УФ-свете. 

Секвенирование ДНК проводили с помощью набора реактивов ABIPRISM® Big 

Dye™ Terminator v.3.1 (Thermo Scientific, США) с последующим анализом продуктов ре-

акции на автоматическом секвенаторе Applied Biosystems 3730 DNA Analyzer (Thermo 
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Scientific, США). Для видовой идентификации проводили сравнение нуклеотидных после-

довательностей генов 16S рРНК с базой данных GenBank. 

5.17. Идентификация культур бактерий методом MALDI-TOF MS 

Одной из самых перспективных технологий идентификации микроорганизмов явля-

ется MALDI-TOF MS — матрично-активированная лазерная деcорбционно 

/ионизационная времяпролетная масс-спектрометрия (от англ. «matrix-assisted laser 

desorption ionization massspectrometry»). Широкое применение этого метода в практике 

клинической микробиологии в последние годы объясняется высокой эффективностью, 

быстротой и экономичностью метода. Используется чистая культура бактерий или 

дрожжей в виде колонии на питательной среде или экстракты (Hrabak et al., 2013; Баран-

цевич, Баранцевич, 2014). MALDI-TOF MS является методом, позволяющим ионизиро-

вать под воздействием лазера биологические макромолекулы (пептиды, белки, ДНК, оли-

гонуклеотиды, липополисахариды и др.) в присутствии особого вещества – матрицы. Ме-

тод позволяет анализировать спектральные характеристики значительного числа белковых 

молекул, преимущественного рибосомальных белков, являющихся идентификационным 

набором для конкретного микроорганизма. За счет разной скорости перемещения, обратно 

пропорциональной массе иона, полученные ионы разделяются во времяпролетном анали-

заторе. На основании информации о пути и времени перемещения иона от источника 

ионизации до детектора вычисляется скорость движения иона и отношение массы к заря-

ду (m/z) для каждого иона. Процесс идентификации с помощью MALDI-TOF MS основан 

на сравнении полученных масс-спектров с референсными спектрами, присутствующими в 

базах данных, поставляемых производителями вместе с оборудованием. При достаточном 

количестве совпадений можно сделать вывод о принадлежности исследуемого микроор-

ганизма к конкретной таксономической группе. Метод позволяет получить спектр, специ-

фичный для рода, вида или даже штамма. Очень важно то, что результаты идентификации 

микроорганизмов с применением MALDI-TOF MS не требуют дополнительного подтвер-

ждения классическими биохимическими тестами. 

Идентификация микроорганизмов была осуществлена на приборе MALDI-TOF 

autoflex III L200 Biotyper (Bruker, Германия). Для анализа с помощью MALDI-TOF MS ис-

пользовались чистые культуры, пересеянные не менее 4-5 раз. Для идентификации брали 

одну изолированную колонию микроорганизма, как материал, содержащий микробные 

белки, и с помощью одноразовой микробиологической петли наносили на лунку специ-

альной мишени, соответствующей используемому типу MALDI-TOF масс-спектрометра. 

Биомассу равномерно распределяли по поверхности лунки, не выходя за ее края. Для каж-

дого исследуемого образца использовали 3 лунки для получения наиболее достоверного 
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результата. Далее обрабатывали материал, нанесенный на лунку раствором матрицы – ве-

щества, обеспечивающего включение микробных протеинов в его структуру при высыха-

нии для дальнейшего лазер-индуцированного получения из этих протеинов ионизирован-

ных пептидов. Для этого сразу после высыхания нанесенной на мишень биомассы сверху 

наносили 1-2 мкл матрицы – α-циано-4-гидроксикоричной кислоты в водном растворе 

ацетонитрила и трифторуксусной (ТФУ) кислоты (вода - 19 частей, ацетонитрил - 20 ча-

стей, ТФУ-кислота - 1 часть), после чего материал высушивали на воздухе при комнатной 

температуре, либо в потоке чистого воздуха или азота. Затем устанавливали мишень с об-

работанным матрицей микробным материалом в соответствующее устройство MALDI-

TOF масс-спектрометра. С помощью программного обеспечения MALDI-TOF масс-

спектрометра проводили автоматическую идентификацию на основании сравнения со-

бранных исходных спектров с референсными спектрами базы данных.  

5.18. Полногеномное секвенирование бактерий 

Полногеномное секвенирование осуществляли с целью идентификации штаммов и 

для определения генов устойчивости к антибиотикам. Для полногеномного секвенирова-

ния выделение ДНК из клеток штаммов, выращенных в жидкой среде с мясо-пептонным 

бульоном и 1% глюкозы, проводили с помощью набора реактивов Fast DNA Spin Kit (MP 

Biomedicals, США) по протоколу производителя. Геномную ДНК секвенировали с исполь-

зованием платформ Illumina MiSeq (Illumina Inc., США). Библиотеки Illumina были подго-

товлены с использованием набора библиотек Kapa Hyperplus (Roche Molecular Systems 

Inc., Pleasanton, США) в соответствии с инструкциями производителя. Полученные после-

довательности были идентифицированы с использованием программы сверхбыстрой 

классификации метагеномных последовательностей Kraken (Wood, Salzberg, 2014). Уста-

новление наличия в геноме штаммов бактерий рода Bacillus генов устойчивости к анти-

биотикам осуществляли с помощью базы данных The Comprehensive Antibiotic Resistance 

Database, CARD (Alcock et al., 2023).  

5.19. Оценка чувствительности бактерий к антибиотикам диско-диффузионным 

методом 

Основной целью определения чувствительности микроорганизмов к антибиотикам 

является прогнозирование их эффективности при лечении инфекций у конкретных паци-

ентов. Определение чувствительности также проводят с целью эпидемиологического 

наблюдения за распространением резистентности среди микроорганизмов и в процессе 

изучения новых препаратов. Использование унифицированных методов определения чув-

ствительности и подходов к интерпретации результатов является необходимым условием 

для формирования единой системы обработки, анализа, составления отчетов и обмена 
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данными для повышения эффективности системы эпидемиологического наблюдения за 

антибиотикорезистентностью. В настоящее время теоретически наиболее обоснованным 

представляется комплекс подходов к оценке чувствительности и интерпретации результа-

тов, предлагаемый Европейским комитетом по определению чувствительности к антибио-

тикам (EUCAST).  

Для оценки чувствительности бактерий к антибиотикам диско-диффузионным мето-

дом применяли агар Мюллера-Хинтона состава г/л: мясной экстракт сухой – 3,0; гидроли-

зат казеина сухой – 17,5; крахмал растворимый – 0,5; агар – 18,0; вода дистиллированная – 

до 1 л, значение рН = 7,0. Среду разливали по чашкам Петри на ровной поверхности та-

ким образом, чтобы толщина слоя агара составляла 5 мм. На круглую чашку Петри диа-

метром 90 мм требовалось около 25 мл агара. Для приготовления инокулюма бактерий 

материал изолированных колоний петлей вносили в 5 мл стерильного физиологического 

раствора, смешивали до получения однородной суспензии плотности 0,5 по стандарту 

мутности Мак-Фарланда, что соответствует содержанию 5 х 105 клеток в 1 мл и обеспечи-

вает формирование полусливного роста бактерий на поверхности агаризованной среды. 

Суспензия бактерий использовали в течение 30-40 минут после приготовления. Суспен-

зию бактерий в количестве 200 мкл наносили на поверхность среды и распределяли с по-

мощью стеклянного шпателя Дригальского. Оставляли чашки на 10 минут для абсорбции 

посевного материала. Диски с антибиотиками наносили на поверхность среды в чашках 

через 15 минут после инокуляции чашек с агаром Мюллера-Хинтона суспензией бакте-

рий. Через 15 минут после нанесения дисков чашки с дисками помещали в термостат и 

инкубировали при 35°С в течение 18-20 ч. В результате экспериментов определяли спе-

цифические значения диаметров зон подавления роста бактерий, используемые для оцен-

ки штаммов в соответствии с клиническими категориями «чувствительный» или «рези-

стентный» по таблицам критериев интерпретации результатов, представленными 

(EUCAST, версия 12.0. 2022, www.eucast.org. 2022). Чувствительный (Ч) – уровень ак-

тивности препарата свидетельствует о высокой вероятности клинической эффективности 

при использовании препарата в стандартной терапевтической дозе для лечения инфекции, 

вызванной данным микроорганизмом. Резистентный (Р) – уровень активности препарата 

свидетельствует о высокой вероятности клинической неэффективности даже при исполь-

зовании высоких доз. 

5.20. Определение чувствительности бактерий к антибиотикам методом разведений 

в жидкой питательной среде 
Референтным методом определения чувствительности бактерий к антибиотикам яв-

ляется метод разведений в жидких питательных средах (Durand et al., 2021; 
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www.eucast.org. 2022). Определение значения минимальной ингибирующей концентрации 

антибиотиков проводили методом их последовательных двукратных разведений с исполь-

зованием 96-луночных планшетов (Eppendorf, Германия). Для этого выращивали культуру 

бактерий в среде МПБ с 1% глюкозы и определяли значение оптической плотности сус-

пензии (OD 600 нм), после чего культуру клеток разбавляли средой МПБ с 1% глюкозы до 

оптической плотности 0,1 (OD 600 нм) и такую суспензию вносили в лунки планшета. За-

тем в лунки вносили антибиотик с таким расчетом, чтобы его концентрация в лунке пер-

вого ряда 12-рядного планшета составляла 4096 мкг/мл с последующим двукратным раз-

ведением в лунках следующих 11 рядов до концентрации 2 мкг/мл. Планшеты с посевами 

помещали в термостат и инкубировали при 35°С в течение 20 ч. Рост бактерий оценивали 

через 20 часов, добавляя в лунки резазурин (Sigma) до концентрации 50 мкМ. Синий кра-

ситель резазурин при росте клеток восстанавливается с образованием розового флуорес-

цирующего резоруфина. 

5.21. Определение активности эффлюкс-систем 

Для оценки активности эффлюкс-систем использовали в 96-луночные планшеты 

(Eppendorf, Германия). Получали суточную культуру клеток бактерий в среде МПБ с 1% 

глюкозы, измеряли оптическую плотность суспензии (OD 600 нм), а затем клетки разбав-

ляли средой МПБ с 1% глюкозы до оптической плотности 0,1 (OD 600 нм) и вносили в 

лунки планшета соответствующий антибиотик в концентрации от 4096 до 2 мкг/мл. Далее 

в каждую лунку добавляли протонофор – карбонил-цианид-3-хлорфенилгидразон (Car-

bonyl Cyanide 3-Chlorophenyl hydrazone, CCCP, Sigma, США) в концентрации 2 мкг/мл. В 

качестве контролей применяли варианты лунок с антибиотиком, но без добавления CCCP, 

а также лунки, содержащие только питательную среду с клетками бактерий и CCCP. 

Планшеты инкубировали в термостате течение 20 часов при 35°С. О действии антибиоти-

ков и CCCP на рост бактерий в лунках планшета судили, добавляя резазурин в концентра-

ции 50 мкМ (Elshikh et al., 2016). Синий краситель резазурин при росте клеток восстанав-

ливается в розовый флуоресцирующий резоруфин, а в ячейках, где рост бактерий отсут-

ствует, краситель остается синим. Все опыты проводили в трехкратной повторности. Ак-

тивности эффлюкса определяли по отношению кратности уменьшения (КУ) МИК анти-

биотиков в культурах клеток без CCCP к значениям МИК при добавлении протонофора. 

При величине КУ<4 регистрировали отсутствие эффлюкса, при значении КУ в диапазоне 

от 4 до 16 отмечали его умеренную активность, а при КУ>16 фиксировали высокую ак-

тивность эффлюкс-систем (Ardebili et al., 2014; Elshikh et al., 2016). 
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5.22. Определение активности металло-β-лактамаз (МБЛ) 

Для оценки активности металло-β-лактамаз (МБЛ) использовали метод дисков с 

ЭДТА (Aoki et al., 2010; Лазарева и др. 2015). Суспензию клеток распределяли по поверх-

ности агара Мюллера-Хинтон состава (г/л): мясной экстракт сухой – 3,0; гидролизат казе-

ина сухой – 17,5; крахмал растворимый – 0,5; агар – 18,0; вода дистиллированная – до 1 л, 

значение рН = 7,0. Затем в центр среды помещали диск с 10 мкл 0,5 М раствора ЭДТА, а 

на расстоянии 15 мм от него диски с разными антибиотиками. Образование зоны подавле-

ния роста бактериального газона между диском с ЭДТА и диском, содержащим конкрет-

ный антибиотик, расценивали как наличие продукции МБЛ у тестируемой бактерии.   

ЭДТА выступает хелатором ионов металлов, входящих в активный центр металло-β-

лактамаз и нарушает действие этих ферментов, поэтому наличие диска с ЭДТА вызывает 

локальное снижение устойчивости бактерий к антибиотикам и соответственно приводит к 

расширению диаметров зон устойчивости к антибиотикам дисковым методом. 

5.23. Определение генов клинически значимых лактамаз 

Гены клинически значимых лактамаз детектировали методом ПЦР в реальном вре-

мени (RT-PCR, Real-Time PCR) с помощью набора «Гены VIM, NDM, OXA-48, KPC, обу-

славливающие резистентность к карбапенемам, природным и полусинтетическим пени-

циллинам, цефалоспоринам I, II, III и IV поколений» (Литех, Россия), согласно инструк-

ции производителя. Бактериальную ДНК для этого выделяли с помощью набора ДНК-

сорб (Интерлабсервис, Россия). 

5.24. УФ-облучение эндоспор штаммов бактерий рода Bacillus 

Для получения эндоспор культуры бактерий выращивали в жидкой картофельной 

среде в аэробных условиях в течение 120 часов. Затем суспензии проверяли на наличие 

вегетативных клеток, центрифугировали и разводили эндоспоры буфером до концентра-

ции не более 1000 эндоспор в 1 мл. Концентрацию спор в процессе разведения подсчиты-

вали с помощью камеры Горяева. Суспензии  спор помещали в стерильные чашки Петри в 

объеме 5 мл и облучали открытую чашку со спорами на установке БУФ-1 при длине вол-

ны 240 нм в течение разного времени – от 1 до 30 мин. Доза облучения с каждой минутой 

экспозиции возрастала на 96 Дж/м2. После каждой новой минуты экспозиции отбирали из 

чашки 50 мкл суспензии облученных эндоспор, наносили на поверхность среды МПА + 

0,5% глюкозы и распределяли шпателем по поверхности. Чашки с эндоспорами инкуби-

ровали в термостате при 30˚С в течение 144 часов.  

5.25. Математическая обработка результатов 

Все опыты проводили трехкратно в двух повторностях в каждой серии. Результаты в 

их конечном виде (приведенные в таблицах) получали путем вычисления среднего ариф-
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метического (Х) из результатов всех повторностей (Хn) при условии, что они различались 

не более чем на 10% (/Хn – Х/ ≤ 0,05 Х). При этом расчет среднего арифметического про-

водили, исключая "сомнительные результаты" ("Х"), не входящие в доверительный интер-

вал /Хn – Х/ = t•σ, где Х – среднее арифметическое без учета "сомнительных результатов", 

t – нормированное отклонение при Р0,95 для малых выборок (n<30), а σ – среднее квадра-

тичное отклонение (±√ (∑(Хn – Х)2/(n-1)) без учета "Х".  

РАЗДЕЛ 3.  РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ1 

Глава 6. Бактерии на борту РС МКС и в больничной лаборатории 

6.1. Бактериальная обсемененность поверхностей оборудования РС МКС 

Одной из первых задач работы являлось выявление доминирующих на поверхностях 

оборудования РС МКС бактерий. С этой целью мы использовали возможности программы 

мониторинга состава микробиоты на Российском сегменте Международной космической 

станции (РС МКС). Мониторинг проводится в рамках «Долгосрочной программы научно-

прикладных исследований и экспериментов, планируемых на российском сегменте МКС». 

Как известно, МКС представляет собой замкнутое пространство, являющееся благоприят-

ной средой для развития различных бактерий и грибов в результате наличия доступных 

субстратов, постоянной температуры, повышенной влажности и образованием конденсата 

на поверхности оборудования. На борту РС МКС мониторинг состава микроорганизмов 

осуществляется с помощью специальной укладки «Биопробы» (Рисунок 9). Для этого 

пробы отбираются с помощью ватных тампоновс поверхностей различных приборов 

станции в ячейки специльной укладки, а затем доставляются в этой укладке на Землю для 

микробиологического анализа. 

_____________________ 
1 Основные результаты, изложенные в данной главе, опубликованы в следующих научных 
статьях автора в журналах, индексируемых в базах данных WoS, Scopus и RSCI, рекомен-
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Места отбора проб на РС МКС в количестве 20 точек определены специалистами 

ОАО РКК «Энергия» и находятся в различных зонах возможного скопления и развития на 

борту микроорганизмов – бактерий и грибов. Однако кроме 20 основных проб в точках, 

определенных заранее специалистами ОАО РКК «Энергия», к каждой серии из 20 проб 

космонавты берут еще дополнительно 6 проб в местах, определяемых экипажем. Кроме 

анализа поверхностей оборудования на РС МКС ведется также мониторинг состава мик-

робиоты в воздухе станции. Для этого периодически проводят анализ пыли, которую со-

бирают специальным пылесосом. Исследуют микроорганизмы, которые оседают на воз-

душных фильтрах пылесоса. Микробиологический мониторинг на РС МКС осуществляет-

ся со строгой периодичностью 2 раза в год весной и осенью уже в течение 17 лет и запла-

нирован на весь период эксплуатации станции до 2026 года. 

Известно, что на МКС обитают бактерии разных групп – грамположительные и гра-

мотрицательные аэробные и анаэробные кокки, палочки, спириллы, представители физио-

логических групп, относящиеся к различным семействам, родам и видам (Castro et al., 

2004; Novikova et al., 2006; Mora et al., 2016). Но особенно важную роль на поверхностях 

оборудования МКС и в воздухе могут играть спорообразующие бактерии, которые хоро-

шо выживают в окружающей среде в форме эндоспор, чему способствует низкое содер-

жание влаги и питательных веществ, а также постоянная температура. На элементах обо-

рудования МКС с наибольшей вероятностью могут выживать представители родов, рас-

тущих в аэробных условиях, таких как Bacillus, Sulfobacillus, Sporosarcina (Novikova et al., 

2006; Timmery et al., 2011; Mora et al., 2016). 

Бактерии рода Bacillus вездесущи в природе, встречаются повсеместно, число их ви-

дов постоянно растет и уже превышает 260 (Christie, Setlow, 2020; Nikolaidis et al., 2022). 

Однако на МКС видовое разнообразие изученных там бацилл составляет не более двух 

десятков (Mora et al., 2016). Следовательно, в условиях МКС остаются жизнеспособными 

только те виды, которые могут переносить, прежде всего, длительное высушивание и не-

достаток питательных веществ. Кроме того, могут преобладать и те виды, которые лучше 

выдерживают предполетную обработку материалов и оборудования с помощью УФ-

облучения, жидких и газообразных дезинфектантов.  
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Рисунок 9.  Специальная укладка «Биопробы» для отбора с поверхности и транспортровки 

на Землю биопроб с борта РС МКС. 

 

6.2. Получение и характеристика первичных изолятов бактерий с РС МКС 

Для получения первичных изолятов бактерий образцы материалов, полученные в 

укладке «Биопробы» (Рисунок 9) в форме ватных палочек со смывом микроорганизмов с 

поверхности приборов РС МКС площадью в 100 см2, вымачивали в пробирках с 3 мл сте-

рильного физраствора в течение 4 часов с использованием установки Вортекс V-1. Затем 

10-100 мкл полученной суспензии наносили на поверхность соответствующей плотной 

питательной среды в чашке Петри и распределяли стерильным шпателем Дригальского 

(Рисунок 10). Применяли плотные питательные среды: МПА+1% глюкозы+0,5 % дрожже-

вого экстракта и бульон сусло-агар (БСА). Культивирование проводили при температуре 

300С в течение 24-240 часов (1-10 суток). При рассеве смывов бактерий, отобранных в 

разных точках РС МКС, на поверхность плотных питательных сред, приходилось делать 

несколько вариантов рассева бактериальной суспензии – наносить на чашки разные объе-

мы бактериальной суспензии (10-100 мкл) для получения количества колоний (КОЕ), до-

ступного подсчету, но не дающего статистической погрешности. Кроме того, крупные ко-

лонии позволяли дифференцировать на чашках со средой разные морфотипы колоний. На 

рисунке 11 показаны колонии бактерий на чашках с питательной средой, полученные из 

точки отбора № 3 (осень, 2018 год) с применением разного объема бактериальной суспен-

зии для рассева на чашках. Такая методика получения колоний среднего и крупного раз-

мера позволила получить характерные культуральные (макроморфологические) признаки 
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колоний и уже на ранних этапах микробиологического анализа предположить доминиро-

вание на РС МКС нескольких видов бактерий рода Bacillus. На рисунке 12 показаны ко-

лонии бацилл, полученные из пробы № 5 РС МКС (осень, 2018 год). Видно, что крупные 

колонии из пробы №5 (Рисунок 12) по сумме макроморфологических признаков – форма, 

размер, поверхность, профиль, цвет, край очень похожи на крупные колонии из пробы № 

3, осень 2018 года (Рисунок 11). 

 

Рисунок 10. Схема отбора проб на РС МКС и получение изолятов бактерий на Земле.  

 

           
   А                                          Б 

Рисунок 11. Колонии, выросшие на чашках Петри при нанесении на поверхность среды 80 

мкл (А) и 20 мкл (Б) суспензии пробы № 3 (октябрь 2018). 
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   А                Б 

Рисунок 12. Колонии, выросшие на чашках Петри при нанесении на поверхность среды 60 

мкл (А) и 20 мкл (Б) суспензии пробы № 5 (октябрь 2018). 

 

При обработке проб, полученных с РС МКС весной и осенью 2018 года, для диффе-

ренциации колоний бактерий рода Bacillus от колоний бактерий других родов и физиоло-

гических групп, а также колоний дрожжей, использовали микроскопический анализ куль-

тур из колоний, культивировавшихся после рассева проб в течение 3-20 суток. В препара-

тах «раздавленная капля» с применением фазового контраста и объектива 100х в материа-

ле колоний целью исследований, прежде всего, было обнаружение в клетках эндоспор. В 

сомнительных случаях или при отсутствии эндоспор на 15-20 сутки наблюдения, для сти-

муляции образования эндоспор колонии высевали на картофельную среду, а затем вы-

росшая культура подвергалась микроскопическому анализу для обнаружения эндоспор. 

Кроме способности формировать эндоспоры, критериями отнесения той или иной бакте-

рии к роду Bacillus, являлись также такие особенности, как способность расти на простых 

средах в аэробных условиях, подвижность клеток, их форма, взаимное расположение, 

размеры клеток и эндоспор, отношение к кислороду, способность эндоспор выдерживать 

10 минутное кипячение с последующим высевом эндоспор на питательные среды.  

В процессе анализа выросших на плотных средах колонии бактерий, которые по 

сумме признаков можно было отнести к бациллам, по таким характерным макроморфоло-

гическим признакам как форма, размер, поверхность, профиль, цвет, край, структура, кон-

систенция были разделены на несколько морфотипов. Так, например, среди колоний спо-

рообразующих бактерий, полученных из проб, доставленных из РС МКС весной и осенью 

2018 года, встречалось много колоний морфотипа, представленного на рисунках 13-15. По 

сумме макроморфологических признаков – форма, размер, поверхность, профиль, цвет, 
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край, структура, консистенция, представленные на рисунках 13, 14 и 15 колонии очень 

похожи. В дальнейшем с помощью методов анализа генов 16S рРНК и метода MALDI-

TOF была установлена принадлежность штаммов бактерий с таким морфотипом колоний 

сначала к виду B. licheniformis, а в дальнейшем использование метода полногеномного се-

квенирования окончательно позволило идентифицировать такие бактерии как B. 

paralicheniformis (Таблица 9).  

 

 
Рисунок 13. Колонии чистой культуры спорообразующей бактерии B. paralicheniformis, 

выделенной из пробы № 24 РС МКС (весна 2018). 

 

 
Рисунок 14. Колонии чистой культуры спорообразующей бактерии B. paralicheniformis, 

выделеннойиз пробы № 12 РС МКС (осень 2018). 
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Рисунок 15. Колонии чистой культуры спорообразующей бактерии B. paralicheniformis, 

выделенной из пробы № 23 РС МКС (осень 2018). 

 

Однако, кроме бактерий рода Bacillus, формирующих в основном крупные колонии, 

на чашках встречались и сравнительно мелкие колонии бактерий других физиологических 

групп. Эти колонии принадлежали в основном бактериям родов Escherichia, Micrococcus, 

Staphilococcus, Acinetobacter, Mixta и некоторым другим. Встречались в небольшом коли-

честве также колонии дрожжей. Некоторые из изолятов этих видов бактерий и дрожжей 

отсеяны, очищены и идентифицированы нами с применением таких методов идентифика-

ции микроорганизмов, как анализ гена 16S рРНК и метод MALDI-TOF MS, но в данную 

работу результаты этих исследований не включены.  

6.3. Общее количество бактерий на поверхностях оборудования РС МКС 

Существует специальный документ, который устанавливает пределы допустимого 

микробного загрязнения проб воздуха, воды и поверхностей МКС в предполетном и по-

летном режимах, которым рукодствуются во всем мире, в том числе в РФ. Это требования 

к медицинским операциям Международной космической станции (NASA preflight and in-

flight acceptability limits for air, water, and surface samples (International Space Station Medi-

cal Operations Requirements Document (ISS MORD). Согласно этому документу, предпо-

летный режим допускает наличие на поверхностях оборудования допустимого верхнего 

(максимального) предела КОЕ бактерий всех физиологических групп на 100 см2 поверх-

ности в 500 КОЕ (Таблица 3). Однако в полетном режиме верхний предел общей бактери-

альной обсемененности поверхностей оборудования согласно ISS MORD повышается в 20 

раз и составляет уже 10000 КОЕ бактерий/100 см2. Это говорит о том, что возможности 

поддержания чистоты поверхностей оборудования в полетном режиме по сравнению с 

предполетным режимом резко ограничены условиями МКС, где не допускается примене-

ние УФ-облчения и газообразных антисептиков.  
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Однако, как видно из полученных нами данных (Таблицы 4, 5), общее количество 

КОЕ бактерий на поверхности оборудования ни в одной из точек контроля на РС МКС 

весной и осенью 2018 года на площади 100 см2 не превышало норматива, установленного 

ISS MORD NASA для поверхностей оборудования МКС в полетном режиме работы, кото-

рый не должен превышать 10000 КОЕ/100 см2 (Таблица 3).  

Весной 2018 г. из 26 точек отбора проб бактерии всех физиологических групп на 

среде МПА + 1%глюкозы + 1% дрожжевого экстракта были обнаружены в 12 точках из 26 

(7 основных и 5 дополнительных точек). Общее количество КОЕ бактерий всех физиоло-

гических групп в точках, в которых они были обнаружены, варьировало от 0 до 2520 

КОЕ/100 см2 (Таблица 4). Максимальное количество КОЕ бактерий всех физиологических 

групп – 2520 было обнаружено в точке отбора (пробе) №17, что в 4 раза ниже верхнего 

предела в 10000 КОЕ/100 см2, разрешенного для полетного режима документом ISS 

MORD NASA (Таблица 3).  

Осенью 2018 г. бактерии на РС МКС были обнаружены уже в 23 точках отбора. 

Сравнение наличия и количества бактерий точек отбора проб на РС МКС весной и осенью 

2018 года показало, что осенью количество точек, из которых были выделены бактерии, 

по сравнению с весной 2018 года увеличилось в 2 раза (Таблица 5). Осенью 2018 г. из 26 

точек отбора проб бактерии всех физиологических групп на среде МПА + 1% глюкозы +  

1 % дрожжевого экстракта были обнаружены в 23 точках из 26 (20 основных и 6 дополни-

тельных). Общее количество КОЕ/100 см2 бактерий всех физиологических групп в точках, 

в которых они были обнаружены, варьировало от 0 до 2940 КОЕ/100 см2 (Таблица 5). 

Максимальное количество КОЕ бактерий всех групп /100 см2 – 2940 КОЕ было обнаруже-

но в точке отбора (пробе) №1. Это максимальное количество КОЕ в точке №1 почти в 4 

раза ниже верхнего предела в 10000 КОЕ/100 см2, разрешенного для полетного режима 

документом ISS MORD NASA (Таблица 3).  
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Таблица 3. Пределы допустимого микробного загрязнения проб воздуха, воды и поверх-

ностей перед полетом и в полете. (International Space Station Medical Operations Require-

ments Document, ISS MORD). 

Sample Air Surface Water 

Preflight 300 CFU m−3 

Bacteria 
500 CFU 100 sm−2 

Bacteria 
50 CFU mL−1 

50 CFU m−3  

Fungi 
10 CFU 100 sm−2 

Fungi 
No deteclable coli-
forms 

In flight 1,000 CFU m−3 

Bacteria 
10,000 CFU 100 sm−2 

Bacteria 
50 CFU mL−1 

100 CFU m−3  

Fungi 
100 CFU 100 sm−2 

Fungi 
No deteclable coli-
forms 

 

6.4. Бактерии рода Bacillus на поверхностях оборудования РС МКС 

Такие особенности клеток бактерий из колоний, полученных рассевом проб из РС 

МКС, как способность формировать эндоспоры, подвижность, форма и размеры клеток и 

эндоспор, отношение к кислороду, способность выдерживать 10 минутное кипячение поз-

волили с большой вероятностью позволяли отнести их к роду Bacillus. Это предположе-

ние получило в дальнейшем подтверждение тем, что практически все изоляты бактерий, 

предположительно отнесенные нами по сумме перечисленных признаков к бациллам, в 

дальнейшем отнесены к бациллам также с помощью таких методов идентификации, как 

анализ гена 16S рРНК и MALDI-TOF MS.  

Из 26 точек отбора проб весной 2018 года бактерии всех физиологических типов на 

среде МПА+1% глюкозы+1% дрожжевого экстракта были обнаружены в 12 точках отбора 

проб из 26 (в 7 основных и в 5 дополнительных точках). Общее количество КОЕ бактерий 

всех физиологических групп в точках, в которых они были обнаружены, варьировало от 0 

до 2520 КОЕ/100 см2 (Таблица 4). Бациллы обнаружены в 11 точках отбора проб – 4, 15, 

16, 17, 18, 19, 22, 23, 24, 25, 26. В пробах, полученных из точки отбора №11, бактерии рода 

Bacillus не обнаружены. В точках с максимальным количеством бацилл – 4, 15, 16, 17, 18, 

19, 22, 23 и 24 количество их КОЕ/100 см2 составляло 1446, 1826, 1640, 2520, 2140, 1688, 

2040,1678 и 1980 соответственно (Таблица 4). При этом количество КОЕ бацилл/100 см2 

от общего количества бактерий всех групп/100 см2 составляло, в зависимости от точки от-

бора от 26% в точке 15 до 65% в точке 24 (Таблица 4). 

Из 26 точек отбора проб осенью 2018 года бактерии всех физиологических групп на 

среде МПА+1% глюкозы+1% дрожжевого экстракта были обнаружены в 23 точках из 26 
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(в 20 основных и в 6 дополнительных) (Таблица 5). Общее количество КОЕ/100 см2 бакте-

рий всех физиологических групп в точках, в которых они были обнаружены, варьировало 

от 0 до 2940 КОЕ/100 см2. В точках с максимальным количеством бацилл – 1, 3, 4, 5, 8, 12 

и 13 количество КОЕ бацилл /100 см2 составляло 1029, 1002, 795, 436, 236, 424 и 625 соот-

ветственно (Таблица 5). При этом количество КОЕ бацилл/100 см2 от общего количества 

батерий всех групп /100 см2 составляет, в зависимости от точки отбора от 25% в точке 8 

до 76% в точке 11.  

 
Таблица 4. Общее количество КОЕ бактерий всех физиологических групп на 100 см2  и 

количество КОЕ бацилл на 100 см2 от КОЕ бактерий всех групп на 100 см2 (в %) в пробах 

из РС МКС (весна 2018 года) при высеве образцов на МПА + 1% глюкозы + 1% дрожже-

вого экстракта.  

№ 
пробы 

Общее количество КОЕ бактерий 
всех физиологических групп на 
100 см2  

КОЕ бацилл на 100 см2 от КОЕ бактерий всех 
физиологических групп на 100 см2 (в %).  

                                                            Основные точки отбора проб 

1 0                       0  
2 0                       0 
3 0                       0  
4 1446±82 417±22                    (29%) 
5 0                       0  
6 0                       0 
7 0                       0  
8 0                       0 
9 0                       0  
10 0                       0            
11 156±11                       0 
12 0                       0 
13 0                       0 
14 0                       0 
15 1826±46 473±23                  (26%) 
16 1640±42 1016±52                (62%) 
17 2520±116 1436±90                (57%) 
18 2140±86 856±48                 (40%) 
19 1688±62 907±54                 (54%) 
20 0                       0 

                                                         Дополнительные точки отбора проб  
21 0 0 
22 2040±76 1142±56                   (56%) 
23 1678±66 907±46                     (54%) 
24 1980±78 1287±67                   (65%) 
25 240±16 101±7                       (42%) 
26 280±17 174±10                     (62%) 
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Таблица 5. Общее количество КОЕ бактерий всех физиологических групп на 100 см2  и 

количество КОЕ бацилл на 100 см2 от КОЕ бактерий всех групп на 100 см2 (в %) в пробах 

из РС МКС (осень 2018 года) при высеве образцов на МПА+1% глюкозы+1% дрожжевого 

экстракта.  

№ 
пробы 

Общее количество КОЕ бактерий 
всех физиологических групп на 100 
см2 

КОЕ бацилл на 100 см2 от КОЕ бактерий 
всех физиологических групп на 100 см2 (в 
%). 

                                                            Основные точки отбора проб 
1                       2940±134                  1029±42                        (35%) 
2                         244±12                           68±5                         (28%) 
3                       2780±134                    1002±38                       (36%) 
4                       1940±82                   795±42                       (41%)  
5                       1285±72                   436±28                       (34%)  
6                         640±38                   224±16                       (35%) 
7                              0                        0 
8                         946±46                   236±12                       (25%) 
9                         380±21                   106±8                         (28%) 
10                              0                       0            
11                         280±11                   212±8                         (76%) 
12                       1180±49                   424±15                      (36%) 
13                       1490±69                   625±34                      (42%) 
14                         280±12                   184±10                      (66%) 
15                         486±26                   126±8                        (26%) 
16                         320±21                     80±6                        (25%) 
17                         384±22                   100±5                        (26%) 
18                         288±14                   134±8                        (46%) 
19                         244±16                   121±6                        (50%) 
20                         126±8                     62±5                        (49%) 

                                                         Дополнительные точки отбора проб  
21                         122±8                      64±5                        (52%) 
22                         120±7                      60±5                        (50%) 
23                         248±19                    128±7                        (51%)  
24                         128±9                      63±5                        (49%) 
25                              0                         0 
26                         366±18                    241±16                      (66%) 

 

Как уже указывалось, сравнение наличия и количества бактерий точек отбора проб 

на РС МКС весной и осенью 2018 года показало, что осенью количество точек, из которых 

были выделены бактерии, по сравнению с весной 2018 года увеличилось в 2 раза. Кроме 

того, количество и разнообразие колоний бактерий на поверхности питательных сред из 

точек отбора осенью было больше, чем весной (Таблицы 4 и 5). Так бактерии рода Bacillus 

весной 2018 года в точках, где они были обнаружены, обычно представлены 1-2 морфоти-

пами колоний, а осенью 2018 года в точках отбора часто наблюдали по 2-4 морфотипа ко-

лоний бацилл. В целом следует отметить, что количество типов колоний и, соответствен-

но, видов бацилл на РС МКС, оказалось относительно небольшим. Что касается других 
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видов бактерий на РС МКС, то из идентифицированных нами в дальнейшем с помощью 

анализа гена 16S рРНК и MALDI-TOF MS видов (в работу эти результаты не вошли) сле-

дует отметить Anaerococcus sp., Acinetobacter johnsonii, E. coli, Enterococcus durans, Micro-

coccus luteus, Sarcina flava, Staphilococcus sp.  

6.5. Общее количество бактерий на поверхностях оборудования больничной 

лаборатории. 

Любая обитаемая среда на Земле, в которой люди проводят большую часть своего 

времени, характеризуется определенным микробным сообществом. Воздушное простран-

ство и рабочие поверхности большинства рабочих помещений подвергаются очистке от 

микроорганизмов с помощью систем естественной вентиляции и влажной уборки с при-

менением моющих веществ. Только в некоторых специальных помещениях – операцион-

ных, родильных отделениях, палатах интенсивной терапии, лабораториях для отбора проб 

крови, асептических комнатах для производства медицинских препаратов количество 

микроорганизмов в воздухе и на поверхностях оборудования поддерживается на мини-

мальном уровне с помощью бактериальных фильтров, ультрафиолетового облучения и 

дезинфицирующих растворов.  

Одним из видов таких асептических помещений являются лабораторные комнаты 

для отбора проб крови. Эти помещения являются агрессивной для микроорганизмов сре-

дой обитания в связи с постоянным воздействием УФ-излучения и регулярным использо-

ванием различных дезинфицирующих средств. В основе микробной контаминации таких 

помещений лежит постоянный приток новых посетителей, как правило, подвергающихся 

лечению антибиотиками и имеющих низкий иммунный статус. В результате на рабочих 

поверхностях лабораторных комнат выживают штаммы бактерий, устойчивых к дезинфи-

цирующим растворам и часто обладающие множественной лекарственной устойчивостью 

(МЛУ) (Nikaido 2009). Резистентные к УФ-излучению и дезинфицирующим средствам, 

чаще всего спорообразующие бактерии, способны вызывать множество заболеваний у че-

ловека. Так установлено, что бактерии рода Bacillus являются возбудителями многих за-

болеваний, особенно у людей со сниженным иммунитетом (Farrar, Reboli, 2006; Ehling-

Schulz et al., 2019; Bianco et al., 2021). Однако информации о клинических характеристи-

ках бактерий, обитающих в чистых комнатах и асептических помещениях, еще очень ма-

ло. Задачей этой части работы являлось выделение из смывов рабочих поверхностей обо-

рудования больничной лаборатории для отбора проб крови аэробных бактерий разных фи-

зиологических групп, отбор среди них изолятов бактерий рода Bacillus и их идентифика-

ция до вида.   

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nikaido%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19231985
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehling-Schulz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31111815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ehling-Schulz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=31111815
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6.6. Получение и характеристика первичных изолятов бактерий из больничной 

лаборатории 

Исследовали бактерии, выделенные из смывов рабочих поверхностей оборудования 

больничной лаборатории, предназначенной для отбора проб крови. Отбор проб, получе-

ние изолятов и чистых культур, выполняли аналогично забору и анализу проб из Россий-

ского сегмента международной космической станции (Рисунок 10). Для определения ко-

личество бактерий на поверхностях оборудования больничной лаборатории осуществляли 

смывы с срабочих поверхностей этого оборудования в 14 точках отбора. Пробы отбирали 

с поверхностей оборудования утром через 10 мин после ночного УФ-облучения и утрен-

ней антисептической обработки рабочих поверхностей дезрастворами смывом в площади 

100 см2 с использованием ватных палочек.  

Культивирование расеевов на чашках проводили при температуре 300С в течение 24-

240 часов (1-10 суток). При рассеве смывов бактерий, отобранных с поверхности обору-

дования в разных точках больничной лаборатории, на плотные питательные среды, при-

ходилось, как и при  работе со смывами с МКС, делать несколько вариантов рассева бак-

териальной суспензии – наносить на чашки разные объемы бактериальной суспензии (10-

100 мкл) для получения количества колоний (КОЕ), доступного подсчету, но не дающего 

статистической погрешности.  

Из 14 точек отбора проб бактерии всех физиологических типов на среде МПА+1% 

глюкозы+1% дрожжевого экстракта были обнаружены во всех 14 точках (Таблица 6). Об-

щее количество КОЕ бактерий всех физиологических групп в точках, в которых они были 

обнаружены, варьировало от 60 КОЕ/100 см2в точке отбора 10 до 380 КОЕ/100 см2в точке 

отбора 9 (Таблица 6). Сравнение результатов высева на аналогичные питательные среды 

проб, доставленных с РС МКС и больничной лаборатории показало, что на борту РС МКС 

максимальное количество бактерий всех физиологических групп в точках отбора в сред-

нем на порядок превышает количество бактерий на поверхностях оборудования больнич-

ной лаборатории (Таблица 4, 5).  

Этот результат высева проб из больничной лаборатории, в сравнении с РС МКС, 

можно объяснить тем, что возможности поддержания микробиологической чистоты рабо-

чих поверхностей оборудования на РС МКС и в больничной лаборатории кардинально 

различаются. В космосе, в отличие от больничной лаборатории, невозможна обработка 

поверхностей с помощью УФ-облучения, токсичных или газообразных дезрастворов. 

Кроме того, имеют значение также большие отличия в сложности оборудования РС МКС 

и больничной лаборатории для отбора проб крови. На РС МКС имеются места и приборы, 

малодоступные или недоступные для процесса антимикробной обработки.  
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Таблица 6. Общее количество КОЕ бактерий всех физиологических групп на 100 см2  и 

количество КОЕ бацилл на 100 см2 от КОЕ бактерий всех групп на 100 см2 (в %) в пробах 

из больничной лаборатории при высеве образцов на МПА+1% глюкозы+1% дрожжевого 

экстракта.  

№ 
пробы 

Общее количество КОЕ бактерий 
всех групп на 100 см2 

КОЕ бацилл на 100 см2 от КОЕ бактерий 
всех групп на 100 см2 (в %). 

1                       274±13                     209±18                      (76%) 

2                       230±15                          168±15                      (73%) 

3                       118±12                         80±7                        (68%) 

4                       174±10                      95±6                        (55%)  

5                       285±19                    166±8                        (58%)  

6                       340±28                   224±16                       (65%) 

7                       180±12                    120±10                      (66%)  

8                       146±12                    126±12                      (86%) 

9                       380±21                    286±28                      (75%) 

10                          60±8                       0            

11                        260±16                   212±8                         (82%) 

12                        180±14                   124±15                       (69%) 

13                           66±5                      45±3                        (68%) 

14                        142±12                   124±10                       (87%) 

 

При обработке проб, полученных из больничной лаборатории для дифференциации 

колоний бактерий рода Bacillus от колоний бактерий других родов, физиологических 

групп или колоний дрожжей, использовали микроскопический анализ колоний, культиви-

ровавшихся после рассева проб в течение 3-20 суток. В препаратах «раздавленная капля» 

с применением фазового контраста и объектива 100х в материале колоний целью исследо-

ваний, прежде всего, было обнаружение эндоспор. В сомнительных случаях или при от-

сутствии эндоспор на 15-20 сутки наблюдения, для стимуляции образования эндоспор ко-

лонии высевали на картофельную среду, а затем выросшая культура подвергалась микро-

скопическому анализу для обнаружения эндоспор. Кроме способности формировать эндо-

споры, критериями отнесения той или иной бактерии к роду Bacillus являлись также такие 

особенности культур бактерий, как способность расти на простых средах в аэробных 

условиях, подвижность клеток, их форма, взаимное расположение, размеры клеток и эн-

доспор, отношение клеток к кислороду, способность эндоспор выдерживать 10 минутное 
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кипячение с последующим прорастанием при высеве на плотные питательные среды. За-

тем колонии бактерий, которые по перечисленным выше критериям можно было предпо-

ложительно отнести к бациллам, разделили на несколько характерных морфотипов по та-

ким характерным макроморфологическим признакам, как форма колонии, размер, поверх-

ность, профиль, цвет, край, структура, консистенция.  

Чаще всего в высевах пробах по набору таких макроморфологических признаков, 

как форма, размер, поверхность, профиль, цвет, край, структура, консистенция встреча-

лись колонии нескольких основных морфотипов. Например, на рисунке 16 представлены 

колонии чистой культуры из пробы № 9. Эта культура в дальнейшем была идентифи-

цировна методами 16S рРНК и MALDI-TOF MS как Bacillus subtilis HSA06. На рисунке 17 

представлены колонии чистой культуры из пробы № 14. Эта культура в дальнейшем была 

идентифицировна методом полногеномного секвенирования как Bacillus cereus HSA01. 

 

 
Рисунок 16. Колонии чистой культуры спорообразующей бактерии B. subtilis HSA01,  

выделенной из пробы № 9 больничной лаборатории.  
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Рисунок 17. Колонии чистой культуры спорообразующей бактерии Bacillus cereus HSA06,  

выделенной из пробы № 14 больничной лаборатории.  

 

Однако, кроме бактерий рода Bacillus, формирующих в основном крупные колонии, 

на чашках встречались и сравнительно мелкие колонии бактерий других физиологических 

групп. Эти колонии принадлежали в основном бактериям родов Escherichia, Micrococcus, 

Staphilococcus, Acinetobacter и некоторых других родов. Встречались в небольшом коли-

честве также колонии дрожжей. Некоторые из изолятов этих видов бактерий и дрожжей 

были отсеяны, очищены и идентифицированы нами с применением анализа гена 16S 

рРНК и методики MALDI-TOF MS, но в данную работу результаты этих исследований не 

включены.  

6.7. Бактерии рода Bacillus на поверхностях оборудования больничной лаборатории 

Бациллы в больничной лаборатории обнаружены в 13 точках отбора проб из 14. В 

пробах, полученных из точки отбора № 11, бактерии рода Bacillus не обнаружены. В точ-

ках с максимальным количеством бацилл – 1, 2, 5, 6, 9, 11 количество их КОЕ/100 см2 со-

ставляло 274, 230, 285, 340, 380, и 260 соответственно (Таблица 6). При этом количество 

КОЕ бацилл/100 см2 от общего количества бактерий всех групп на 100 см2 составляет, в 

зависимости от точки отбора, от 55% в точке 4 до 87% в точке 14.  

Сравнение количества бацилл к общему количеству бактерий всех физиологических 

групп в точках отбора проб на РС МКС (Таблицы 4, 5) и в больничной лаборатории пока-

зало большее относительное количество бацилл в пробах из больничной лаборатории 

(Таблица 6). Это можно объяснить тем, что в лаборатории, как уже было отмечено, в от-

личие от РС МКС, антимикробная обработка может проводиться с использованием ночно-

го УФ-облучения и большого спектра дезрастворов. В результате этого соотношение вы-

живших микроорганизмов на поверхностях оборудования больничной лаборатории сме-
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щается в сторону тех форм, которые способны формировать эндоспоры и меньше подвер-

жены воздействию УФ-облучения и дезрастворов.  

6.8. Идентификация штаммов бактерий рода Bacillus, полученных с РС МКС  

и больничной лаборатории 

6.8.1. Идентификация штаммов бактерий рода Bacillus, полученных с РС МКС 

В ходе настоящей работы были использованы штаммы бактерий рода Bacillus, выде-

ленные ранее и идентифицированные до вида с помощью молекулярных методов как B. 

licheniformis 7-12, B. pumilus 8-12, B. subtilis 14-12, а также 28 новых штамма бацилл, вы-

деленные из проб, полученных из РС МКС и больничной лаборатории и идентифициро-

ванных уже в ходе настоящей работы.  

После рассева проб, полученных из РС МКС и получения колоний бактерий всех 

физиологических групп на плотных питательных средах, эти колонии анализировали для 

выбора колоний бактерий, предположительно относящихся к роду Bacillus. Для этого 

определяли макроморфологические свойства культур – форма, размер, поверхность, про-

филь, цвет, край. В процессе рассева с целью очистки культур определяли структуру и 

консистенцию выбранных для изучения колоний. Далее у культур, предположительно от-

носящихся к роду Bacillus, проводили ряд исследований по определению микроморфоло-

гических, некоторых культуральных и физиолого-биохимические признаков (Таблицы 7, 

8). Определяли в суточных культурах отношение клеток к окраске по Граму, подвижность 

клеток, их форму и размер, наличие в клетках эндоспор и форму эндоспор при росте на 

картофельной среде, наличие параспоральных кристаллов, каталазной активности, отно-

шение культур к кислороду, способность образовывать кислоту при росте на глюкозе.  

Следует отметить, что практически все изоляты бактерий, выделенные из проб, до-

ставленных из РС МКС и предположительно относящиеся к роду Bacillus, по набору мак-

роморфологических (колонии), микроморфологических, некоторых культуральных и фи-

зиолого-биохимических признаков (Таблицы 7, 8) в результате идентификации этих 

штаммов до вида с применением в дальнейшем молекулярных методов были отнесены к 

роду Bacillus (Таблица 9). 
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Таблица 7.  Морфологические, культуральные и физиолого-биохимические признаки 

штаммов бактерий рода Bacillus, выделенных из проб, доставленных из РС МКС.  

 

Параметр 

Штамм бактерий 

SE 
12 

SE 
21 

SE 
41 

SE 
42 

SE 
43 

SE 
4 

SE 
62 

SE 
71 

SE 
131 

SE 
132 

SE 
15 

SE 
161 

SE 
171 

SE 
17 

SE 
181 

SE 
182 

SE 
183 

SE 
191 

SE 
192 

В молодых  
культурах  
палочковидные   

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

Окраска по Граму + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Диаметр клетки    
> 1 мкм - + + + + - - + + + - + - - + + + - - 

Споры округлые - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 
Споры овальные + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Спора изменяет 
форму клетки  - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Параспоральные  
кристаллы - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

Каталаза + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 
Факультативные  
анаэробы - + + + + - - + + + - + - - + + + - - 

Облигатные аэробы + - - - - + + - - - + - + + - - - + + 
Образование  
кислоты при росте 
на глюкозе 

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + 

 

Далее с применением молекулярных методов практически все новые штаммы ба-

цилл, выделенные с РС МКС, удалось идентифицировать до рода и вида (Таблица 9). До 

вида не удалось идентифицировать только Bacillus sp. SE132.  Для идентификации куль-

тур бактерий, выделенных с РС МКС, до вида в основном использовались методы анализа 

генов 16S рРНК и MALDI-TOF. Метод полногеномного секвенирования применялся с це-

лью идентификации только тех штаммов, для которых не удавалось получить результат 

идентификации методами анализа 16S рРНК и MALDI-TOF. Кроме того, полногеномное 

секвенирование применяли как для идентификации культур бактерий рода Bacillus, выде-

ленных из РС МКС и больничной лаборатории, так и с целью выявления у этих штаммов 

генов устойчивости к антибиотикам.  
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Таблица 8. Морфологические, культуральные и физиолого-биохимические признаки 

штаммов бактерий рода Bacillus, выделенных из проб, доставленных из РС МКС и боль-

ничной лаборатории.  

Параметр 
Штамм бактерий 

LR2H
G21 

HEP 
3B2 

PW
N2D 

DLA 
64 

SE 
15 

SE 
21 

SE 
171 

SE 
192 

HSA 
01 

HSA 
03 

HSA 
12 

HSA 
06 

HSA 
09 

В молодых культурах  
палочковидные 

+ + + + + + + + + + + + + 

Окраска по Граму + + + + + + + + + + + + + 

Диаметр клетки 
 > 1 мкм 

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

Споры округлые   - - - - - - - - - - - - - 
Споры овальные + + + + + + + + + + + + + 

Спора изменяет фор-
му клетки  

- - - - - - - - - - - - - 

Параспоральные  
кристаллы 

- - - - - - - - - - - - - 

Каталаза + + + + + + + + + + + + + 
Факультативные  
анаэробы 

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

Облигатные аэробы - +  + + + + + - - - + - 
Образование кислоты 
при росте на глюкозе 

+ + + + + + + + + + + + + 

 

Некоторые из штаммов бацилл, выделенные из проб, доставленных с РС МКС, иден-

тифицировать до конкретного вида с помощью только анализа 16S рРНК не удалось, так 

как последовательности гена 16S рРНК у этих штаммов оказались одновременно близки к 

нескольким видам рода Bacillus. Эти «космические» штаммы были обозначены как Bacil-

lus sp. LR2HG21, Bacillus sp. HEP3B2, Bacillus sp. PWN2D, Bacillus sp. DLA64, Bacillus sp. 

SE15, Bacillus sp. SE21, Bacillus sp. SE171, Bacillus sp. SE192 и в дальнейшем идентифици-

рованы до вида с помощью MALDI-TOF и/или полногеномного секвенирования. При этом 

несколько «космических» штаммов бактерий рода Bacillus – SE21, SE41, SE71, SE161, 

SE183 не удалось идентифицировать до вида и методом MALDI-TOF. Это было сделано 

только с помощью полногеномного секвенирования (Таблица 9). Очень важно было под-

твердить с помощью секвенирования принадлежность некоторых штаммов к условно-

патогенному виду B. cereus. Так, результаты секвенирования подтвердили принадлеж-

ность идентифицированных методом MALDI-TOF штаммов SE42 и SE43 к виду B. cereus. 
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Таблица 9. Идентификация штаммов бактерий, выделенных из проб, полученных на РС 

МКС и в больничной лаборатории анализом генов 16S рРНК, методами MALDI-TOF и 

полногеномного секвенирования. 

№ Штамм 16S 
рРНК 

MALDI-TOF MS Полногеномное         
секвенирование 

1 B. amyloliquefaciens SE41 - + + 
2 B. amyloliquefaciens PWN2D + - + 
3 B. amyloliquefaciens HSA09 + + - 
4 B. cereus SE42 - + + 
5 B. cereus SE43 - + + 
6 B. cereus LR2HG21 + + + 
7 B. cereus HSA01 + + + 
8 B. cereus HSA03 + + + 
9 B. cereus HSA12 + + + 
10 B. licheniformis 7-12 + - - 
11 B. lichenifomis КМ МГУ 14 + - - 
12 B. paralicheniformis SE71 - + + 
13 B. paralicheniformis SE131 - + + 
14 B. paralicheniformis SE161 - + + 
15 B. paralicheniformis SE181 - + + 
16 B. paralicheniformis SE182 - + + 
17 B. paralicheniformis SE183 - + + 
18 B. pumilus 8-12 + - - 
19 B. pumilus КМ МГУ 364 + - - 
20 B. pumilus SE4 - + - 
21 B. pumilus SE191 - + - 
22 B. safensis HEP3B2 + - + 
23 B. safensis SE21 + + + 
24 B. safensis SE192 + + + 
25 B. subtilis 14-12 + - - 
26 B. subtilis КМ МГУ 25 + - - 
27 B. subtilis DLA64 + + - 
28 B. subtilis HSA06 + + - 
29 B. subtilis SE12 - + - 
30 B. subtilis SE62 - + - 
31 B. subtilis SE15 + + + 
32 B. subtilis SE17 - + - 
33 B. subtilis SE171 + + + 
34 Bacillus sp. SE132 - + - 

Примечание: Знак «-» означает, что такой метод идентификации не применялся.  

В процессе работы нам удалось выделить из проб, доставленных с РС МКС три 

штамма бацилл, принадлежащих к виду B. safensis. Это штаммы B. safensis HEP3B2, B. 

safensis SE21, B. safensis SE192 (Таблица 9, Рисунок 18). Этот вид бацилл является уни-

кальным в том, что тринадцать штаммов нового вида бацилл B. safensis были впервые вы-

делены с поверхностей космических аппаратов в Космическом центре Кеннеди во Флори-

де. Типовой штамм Bacillus safensis JPL-MERTA-8-2 (Рисунок 19) получил свое название 
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от названия завода по сборке космических аппаратов JPL (Masataka et al., 2006). B. safensis 

JPL-MERTA-8-2 обладает высокой устойчивостью к солям и ультрафиолетовому излуче-

нию и способен хорошо расти в условиях МКС (Coil et al., 2016; Kothari et al., 2016). 

На МКС были посланы 48 штаммов бактерий для эксперимента по изучению скоро-

сти роста этих бактерий в космосе. В ходе этого эксперимента условия микрогравитации и 

космическая радиация на борту МКС не повлияли на рост большинства протестированных 

бактерий. И только один штамм бактерий – B. safensis JPL-MERTA-8-2 рос в космосе на 

60% быстрее, чем на Земле (Coil et al., 2016) 

 

 
Рисунок 18.  Bacillus safensis SE192 с РС МКС 

 

  
Рисунок 19.  Bacillus safensis JPL-MERTA-8-2 (Masataka et al., 2006). 
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Важно отметить, что штаммы видов B. pumilus и B. safensis, обнаруженные нами на 

РС МКМ (Таблица 9) очень близки из-за их 99,5% сходства в последовательностях генов 

16S рРНК и только метод полногеномного секвенирования позволил идентифицировать 

эти виды, как отдельные. Группа видов бацилл, близкородственных с B. pumilus, содержит 

пять родственных видов: B. pumilus, B. safensis, B. stratosphericus, B. altitudinis и B. 

aerophilus (Tirumalai et al., 2018). Следовательно, обнаруженные на РС МКС штаммы ви-

дов B. pumilus 8-12, B. pumilus SE4, B. pumilus SE191 и B. safensis HEP3B2, B. safensis 

SE21, B. safensis SE192 являются представителями двух близкородственных видов (Таб-

лица 9).  

Штаммы B. safensis были случайно занесены на Марс на поверхности космических 

аппаратов из-за загрязнения этих аппаратов в чистых помещенияхна Земле (сборочных 

цехах космических аппаратов). Загрязнение чистых помещений во время сборки космиче-

ских аппаратов является в наше время предметом особой озабоченности, поскольку это 

может мешать микробиологическим экспериментам в космосе и приводить к ложным вы-

водам при осуществлении предстоящих в ближайшем будущем миссий по обнаружению 

форм микробной жизни на других планетах (Masataka et al., 2006). 

Установлено также, что штаммы бацилл из РС МКС, идентифицированные методом 

MALDI-TOF как B. licheniformis SE131, SE181, SE182, с помощью полногеномного секве-

нирования были отнесены к B. paralicheniformis SE131, SE181, SE182. Кроме того, штам-

мы Bacillus sp. SE71, SE161, SE183 по результатам полногеномного секвенирования также 

идентифицированы как B. paralicheniformis SE71, SE161, SE183 (Таблица 9). 

Таким образом, в процессе идентификации штаммов бацилл, выделенных с РС МКС, 

с использованием метода полногеномного секвенирования было обнаружено 6 штаммов 

относительно нового вида B. paralicheniformis (Таблица 9). Впервые Bacillus paralicheni-

formis sp. nov. был выделен из корейской соевой пасты в 2015 году (Dunlap et al., 2015). 

Анализ гена 16S рРНК показал близкое сходство нового штамма с Bacillus sonorensis (99,5 

% сходство) и Bacillus licheniformis (99,4 % сходство). Однако сравнительный фенотипи-

ческий анализ жирных кислот B. sonorensis и B. licheniformis позволил выделить новый 

штамм из корейской соевой пасты уже в отдельный вид Bacillus paralicheniformis KJ-16Т. 

(Dunlap et al., 2015).  

Следовательно, как и в случае с видами B. pumilus и B. safensis, виды B. licheniformis 

и B. paralicheniformis являются на РС МКС представителями двух близкородственных ви-

дов (Таблица 9).  
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6.8.2. Идентификация штаммов бактерий, полученных из больничной лаборатории 

Пробы, полученных из больничной лаборатории, рассевали на плотные питательные 

среды для получения колоний бактерий. Колонии всех физиологических групп анализиро-

вали с целью выбора бактерий, предположительно относящихся к роду Bacillus. Для этого 

определяли макрофологические свойства колоний – форма, размер, поверхность, профиль, 

цвет, край. В процессе очистки культур определяли структуру и консистенцию выбранных 

для изучения колоний. Затем у изолятов культур, предположительно относящихся к роду 

Bacillus, определяли микроморфологические, некоторые культуральные и физиолого-

биохимические признаки (Таблица 8). Определяли в суточных культурах отношение кле-

ток к окраске по Граму, их подвижность, форму и размер, наличие в клетках и форму эн-

доспор при росте на картофельной среде, наличие параспоральных кристаллов, каталазной 

активности, отношения к кислороду, способность образовывать кислоту при росте на 

глюкозе. В процессе получения изолятов бактерий по макроморфологическим (колонии) и 

микроморфологическим характеристикам из двадцати изолятов медицинской лаборатории 

были отобраны пять, доминирующих по частоте встречаемости морфотипов их колоний 

на плотных средах. Это изоляты HSA01, HSA03, HSA06, HSA09, HSA12. Все эти изоляты 

бактерий, выделенные из проб, доставленных из больничной лаборатории и предположи-

тельно относящиеся к роду Bacillus по макроморфологическим, микроморфологическим и 

некоторым физиолого-биохимическим особенностям, в результате идентификации до ви-

да с применением молекулярных методов были отнесены к роду Bacillus (Таблица 9). 

Затем изоляты HSA01, HSA03, HSA06, HSA09, HSA12 были определены до вида с 

помощью анализа 16S рРНК, как B. cereus HSA01, B. cereus HSA03, B. cereus HSA12, B. 

subtilis HSA06, B. amyloliquefaciens HSA09. Такой же результат идентификации до вида 

для этих штаммов был получен с помощью MALDI-TOF MS (Таблица 9). Поскольку эти 

условно-патогенные виды показали устойчивость к антибиотикам, то было осуществлено 

также полногеномное секвенирование штаммов B. cereus HSA01, HSA03, HSA12, HSA06 с 

целью подтверждения результатов их идентификации анализом гена 16S рРНК и методом 

MALDI-TOF, а также с целью определения генетических детерминант резистентности к 

антибиотикам у этих штаммов. Результаты идентификации культур B. cereus HSA01, 

HSA03, HSA12, HSA06 до вида, которая была осуществлена анализом последовательно-

стей 16S рРНК, методами MALDI-TOF и полногеномного секвенирования, полностью 

совпали (Таблица 9). 

Таким образом, с использованием анализа гена 16S рРНК, методов MALDI-TOF и 

полногеномного секвенирования установлена принадлежность 31 штамма бактерий рода 

Bacillus, выделенные из РС МКС и медицинской лаборатории, всего к семи видам этого 
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рода – B. cereus, B. subtilis, B. safensis, B. pumilus, B. licheniformis, B. paralicheniformis, B. 

amyloliquefaciens (Таблица 9). При этом виды B. pumilus и B. safensis, а также виды B. 

licheniformis и B. paralicheniformis являются на РС МКС представителями двух близкород-

ственных видов (Таблица 9).  

6.9.  УФ-облучение эндоспор B. licheniformis 

Было показано, что бациллы являются наиболее часто выделяемыми микроорганиз-

мами в образцах, полученных как с рабочих поверхностей космических станций в космо-

се, так и с поверхностей оборудования сборочных цехов космических аппаратов (La Duc 

et al., 2003; 2004; Masataka et al., 2006; Coil et al., 2016; Kothari et al., 2016). Отбор устойчи-

вых бактерий этой группы еще в сборочных цехах космических аппаратов объясняется 

такими свойствами бацилл, как их олиготрофность и способность к спорообразованию, а 

также низкая влажность и постоянная температура в цехах. Вероятно, штаммы B. pumilus 

присутствовали на оборудовании станции в форме метаболически дремлющих спор, 

устойчивых к отсутствию или недостаточному питанию, обезвоживанию, воздействию 

H2O2, УФ и гамма-облучениям, химической дезинфекции (Nicholson et al., 2000).  

Мониторинг микробного разнообразия оборудования космических аппаратов на ор-

бите Земли еще в течение 1999-2004 годов показал, что доминирующим видом среди 

аэробных спорообразующих бактерий являлись B. licheniformis, а вторым – B. pumilus (La 

Duc et al., 2004). Наши результаты также показали, что одним из доминирующих видов 

бацилл на РС МКС являются B. pumilus и B. licheniformis (Таблица 9). Но наиболее изу-

ченным оказался B. pumilus, поскольку изоляты B. pumilus преобладали еще на стадиях 

сборки космических аппаратов (La Duc et al., 2003; 2004). B. pumilus широко представлен в 

окружающей среде, этот вид можно выделить из растений, почв, поверхностей окружаю-

щей среды и даже из базальтов в пустынях (Benardini et al., 2003). Оказалось, что штаммы 

этой бактерии показали очень высокую устойчивость к H2O2 (Kempf et al., 2005). Вегета-

тивные клетки и споры штаммов B. pumilus выдерживают воздействие 5% раствора H2O2в 

течение 50-60 мин в отличие от типового штамма B. pumilus ATCC 7061. При этом устой-

чивость к H2O2 вегетативных клеток и спор зависит от штамма, поскольку некоторые 

штаммы B. pumilus были в 2-3 раза более устойчивы, чем стандартный штамм B. subtilis 

168, используемый в качестве индикатора выживаемости экстремофилов в космическом 

пространстве и чистых комнатах. Но наибольшую устойчивость к УФ-излучению проявил 

штамм B. pumilus SAFR-032 (Newcombe et al., 2005). Споры штамма B. pumilus SAFR-032 

были доставлены на МКС и подверглись воздействию космических условий 

(Vaishampayan et al., 2012). После 18 месяцев воздействия на споры штамма SAFR-032 

условиями открытого космоса выжило 10-40% спор. Идентичные образцы спор B. pumilus 
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SAFR-032 исследовались и на Земле при моделируемых космических условиях. Оказа-

лось, что споры, подвергнутые наземному «марсианскому» моделированию, показали 

меньшее снижение жизнеспособности по сравнению с «космическими марсианскими 

условиями, УФ-марс» и в «марсианских условиях» на Земле выживаемость спор достига-

ла 85-100%. Интересно также, что споры, полученные из клеток, побывавших в космосе, 

показывали повышенную устойчивость к УФ-излучению по сравнению с исходными 

наземными контрольными вариантами спор B. pumilus SAFR-032. Установлено, что белки 

(супероксиддисмутаза), придающие устойчивость к УФ-облучению, присутствовали в бо-

лее высокой концентрации в спорах, связанных с космосом, чем у контрольных земных 

(Vaishampayan et al., 2012). Важно еще раз отметить, что штаммы видов B. pumilus и B. 

safensis, обнаруженные нами на РС МКМ (Таблица 9) очень близки из-за их 99,5% сход-

ства в последовательности их гена 16S рРНК и только полногеномноесеквенирование мо-

жет идентифицировать эти виды как отдельные. На МКС видовое разнообразие изучен-

ных там бацилл составляет не более двух десятков. Следовательно, в условиях МКС 

остаются жизнеспособными только те виды, которые могут переносить, прежде всего, 

длительное высушивание и недостаток питательных веществ. Кроме того, там могут пре-

обладать и те виды, которые лучше выдерживают предполетную обработку материалов и 

оборудования с помощью УФ-облучения и жидких дезинфектантов.  

Ранее на кафедре микробиологии МГУ с поверхности оборудования РС МКС был 

выделены и идентифицирован с помощью молекулярных методов B. licheniformis 7-12 

(Alekhova et al., 2015). Этот штамм был выбран для проверки устойчивости его эндоспор к 

воздействию различных доз УФ-облучения. В качестве референтного штамма использова-

ли B. licheniformis КМ МГУ 14 из музея кафедры микробиологии. Облученные эндоспоры 

обеих культур давали новые колонии на МПА + 0,5% глюкозы до 144 часов экспозиции на 

этой питательной среде (Таблицы 10, 11). Поэтому количество выживших эндоспор на 

чашках подсчитывали через 144 часа экспозиции на питательной среде, когда все эндо-

споры успевали прорасти в колонии. Показано, что необлученные (контроль) эндоспоры 

«космического» штамма B. licheniformis 7-12 прорастают на питательной среде медленнее 

«земных» B. licheniformis КМ МГУ 14 (Таблицы 10, 11). Так через 24 часа экспозиции не-

облученных эндоспор (контроль) штамма B. licheniformis 7-12 прорастает около 30% этих 

эндоспор (Таблица 10). А через 24 часа экспозиции необлученных эндоспор (контроль) 

«земного» штамма B. licheniformis КМ МГУ 14 прорастает около 46% эндоспор (Таблица 

11).  
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Таблица 10. Количество выросших колоний B. licheniformis 7-12 после воздействия разных 

доз УФ-облучения эндоспор (мин, Дж/м2) и разного времени экспозиции облученных эн-

доспор на среде МПА + 0,5% глюкозы (часы). Контроль – эндоспоры без облучения. 

Время и доза  
УФ-облучения  
(мин, Дж/м2) 

Время экспозиции эндоспор после 
УФ-облучения, часы 

% выживших эндоспор через 
144 час их экспозиции по  
отношению к контролю 18 24 48 72 96 120 144 

Контроль без  
облучения 

9 22 51 66 73 73 73  

1 мин (96 Дж/м2) 2 10 32 55 66 69 69  

2 мин (192 Дж/м2) - 3 28 46 61 65 65  

3 мин (288 Дж/м2) - - 26 43 58 63 63  

4 мин (384 Дж/м2)  - - 24 41 54 55 55  

5 мин (480 Дж/м2) - - 22 39 51 53 53 73 

6 мин (576 Дж/м2)  - - 19 36 42 44 45  

7 мин (672 Дж/м2)  - - 18 34 39 42 42  

8 мин (768 Дж/м2) - - 16 31 34 36 36  

9 мин (864 Дж/м2) - - 13 27 30 31 31  

10 мин (960 Дж/м2) - - 12 25 27 28 28 38 

11 мин (1056 Дж/м2)  - - 10 20 22 24 24  

12 мин (1152 Дж/м2) - - 8 16 17 18 18  

13 мин (1248 Дж/м2) - - 7 8 12 13 15  

14 мин (1344 Дж/м2) - - 6 7 11 12 12  

15 мин (1440 Дж/м2) - - 5 6 8 8 8 11 

16 мин (1536 Дж/м2) - - 4 5 5 6 7  

17 мин (1632 Дж/м2) - - 4 5 5 5 5  

18 мин (1728 Дж/м2) - - 2 3 3 4 4  

19 мин (1824 Дж/м2) - - - 2 2 3 3  

20 мин (1920 Дж/м2) - - - 1 1 2 3 4 

21 мин (2016 Дж/м2) - - - - 1 2 2  

22 мин (2112 Дж/м2)     - 2 2  

23 мин (2208 Дж/м2)     - - -  

24 мин (2304 Дж/м2)      - - -  

25 мин (2400 Дж/м2)         
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Таблица 11. Количество выросших колоний B. licheniformis КМ МГУ 14 после воздей-

ствия разных доз УФ-облучения эндоспор (мин, Дж/м2) и разного времени экспозиции 

чашек с облученными спорами на среде МПА + 0,5 % глюкозы (часы). Контроль – эндо-

споры без УФ-облучения. 

Время и доза   
УФ-облучения  
(мин, Дж/м2) 

Время экспозиции эндоспор после 
УФ-облучения, часы 

% выживших эндоспор через 
144 час их экспозиции по  
отношению к контролю 18 24 48 72 96 120 144 

Контроль, количество 
колоний без облучения 

14 33 54 62 70 71 71  

1 мин (96 Дж/м2) 5 16 43 54 62 66 66  

2 мин (192 Дж/м2) - 9 33 45 54 58 58  

3 мин (288 Дж/м2) - 2 24 36 44 47 47  

4 мин (384 Дж/м2) - - 20 28 33 37 37  

5 мин (480 Дж/м2)  - - 18 24 28 31 31 44 

6 мин (576 Дж/м2) - - 14 18 22 26 26  

7 мин (672 Дж/м2) - - 10 15 19 22 22  

8 мин (768 Дж/м2)  - - 7 13 17 20 20  

9 мин (864 Дж/м2)  - - 5 10 13 15 16  

10 мин (960 Дж/м2)  - - 3 7 9 13 13 18,3 

11 мин (1056 Дж/м2)  - - - 3 5 8 8  

12 мин (1152 Дж/м2) - - - - 2 3 3  

13 мин (1248 Дж/м2) - - - - - 2 2  

14 мин (1344 Дж/м2) - - - - - 1 1 0 

15 мин (1440 Дж/м2) - - - - - - -  

16 мин (1536 Дж/м2) - - - - - - -  

17 мин (1632 Дж/м2) - - - - - - -  

18 мин (1728 Дж/м2) - - - - - - -  

19 мин (1824 Дж/м2) - - - - - - -  

20 мин (1920 Дж/м2) - - - - - - -  

21 мин (2016 Дж/м2)  - - - - - - -  

22 мин (2112 Дж/м2)         

23 мин (2208 Дж/м2)         

24 мин (2304 Дж/м2)         

25 мин (2400 Дж/м2)         

 
Установлено также, что облученные эндоспоры B. licheniformis 7-12 выживали до 

дозы облучения 2112 Дж/м2 (Таблица 10), а B. licheniformis КМ МГУ 14 – только до дозы 
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1344 Дж/м2 (Таблица 11). На рисунке 20 отображено количество выросших колоний B. 

licheniformis 7-12 после воздействия разных доз УФ-облучения эндоспор от 1 мин (96 

Дж/м2) до 22 мин (2112 Дж/м2)  после экспозиции чашек с облученными спорами на среде 

МПА в течение 18, 24, 48, 72, 96, 120 и 144 часов. На рисунке 21 отображено количество 

выросших колоний B. licheniformis КМ МГУ 14 после воздействия разных доз УФ-

облучения эндоспор от 1 мин (доза 96 Дж/м2) до 14 мин (доза 1344 Дж/м2)  после экспози-

ции чашек с облученными спорами на среде МПА в течение 18, 24, 48, 72, 96, 120 и 144 

часов. Количество выживших эндоспор (колоний на чашках) по отношению к необлучен-

ным (контроль) составляло после 10 мин УФ-облучения (960 Дж/м2) через 144 час экспо-

зиции чашек с эндоспорами у B. licheniformis 7-12  38%, а у B. licheniformis КМ МГУ 14 – 

только 18,3% (Таблицы 10, 11). Таким образом, эндоспоры штамма B. licheniformis 7-12 

оказались значительно более устойчивыми к УФ облучению, чем B. licheniformis КМ МГУ 

14. Однако причины этого еще предстоит изучить.  

 
Глава 7. Определение устойчивости штаммов бацилл, выделенных с РС МКС 

и больничной лаборатории, к антибиотикам 

7.1.  Определение устойчивости штаммов бацилл, выделенных с РС МКС  

и больничной лаборатории, к пенициллинам и цефалоспоринам 

В начале настоящей работы отсутствовали как список антибиотиков, рекомендуе-

мых EUCAST для подавления роста бактерий рода Bacillus, так и критерии EUCAST для 

оценки действия антибиотиков на бациллы. Поэтому вначале нами был выбран для воз-

действия на бактерии рода Bacillus, выделенных с РС МКС и медицинской лаборатории, 

набор антибиотиков, подавляющих рост бацилл и включающий, согласно данным из ли-

тературы, такие β-лактамы, как пенициллин, ампициллин, меропенем, ряд производных 

цефалоспорина I-го (цефазолин), II-го (цефуроксим), III-го (цефтриаксон, цефоперазон, 

цефтазидим), IV-го (цефепим) поколений, а также аминогликозид спектиномицин (Табли-

ца 12). Спектиномицин не относится к β-лактамным антибиотикам, но используется в ка-

честве резервного препарата в случаях невозможности лечения пациентов цефалоспори-

нами третьего и четвертого поколений из-за аллергических реакций на эти антибиотики. 

В этой части работы изучали резистентность B. licheniformis 7-12, B. pumilus 8-12, B. 

subtilis 14-12, выделенные из образцов, доставленных с РС МКС и идентифицированные 

до вида с применением молекулярных методов, 4 штамма бактерий рода Bacillus, выде-

ленных и идентифицированных нами в настоящей работе из образцов, доставленных с РС 

МКС в 2018 г. и 5 штаммов, полученных из больничной лаборатории в 2019 г. Идентифи-

кацию проводили анализом генов 16S рРНК, методами масс-спектрометрии с матрично-
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активированной лазерной десорбцией/ионизацией MALDI-TOF MS и полногеномного се-

квенирования (Таблица 9). Для сравнительного изучения использованы также штаммы 

бактерий рода Bacillus из коллекции кафедры микробиологии биологического факультета 

МГУ: B. licheniformis КМ МГУ 14, B. pumilus КМ МГУ 364 и B. subtilis КМ МГУ 25 (Таб-

лица 9).   

7.1.1. Минимальная ингибирующая концентрация (МИК) антибиотиков у штаммов 

с РС МКС и больничной лаборатории 

Резистентность штаммов бациллк пенициллинам и цефалоспоринам исследовали 

определением МИК антибиотиков методом последовательных разведений с использова-

нием 96-луночных планшетов. Показано, что все семь штаммов с РС МКС, устойчивы к 

пенициллину и ампициллину со значениями МИК 16-2048 мкг/мл, а также к цефалоспо-

ринам и меропенему с МИК от 2 до 2048 мкг/мл (Таблица 12). 

Резистентность бактерий к аминогликозиду спектиномицину, применяемому у паци-

ентов с аллергией на β-лактамы пенициллины и цефалоспорины, находилась в диапазоне 

МИК от 32 до 2048 мкг/мл. Штамм B. licheniformis 7-12 с РС МКС показал очень высокую 

устойчивость к пенициллину, ампициллину и цефтриаксону с МИК 1024 мкг/мл. Штамм 

B. licheniformis КМ-МГУ 14 устойчив только к пенициллину, ампициллину и спектиноми-

цину с МИК 128, 256 и 256 мкг/мл соответственно (Таблица 12). 

Штамм B. pumilus 8-12 также показал высокую резистентность ко всем исследуемым 

антибиотикам, особенно к ампициллину и цефтазидиму с МИК 2048 мкг/мл и цефопера-

зону и цефепиму с МИК 1024 мкг/мл. Наиболее эффективными ингибиторами оказались 

цефуроксим и цефтриаксон с МИК 64 и 128 мкг/мл соответственно, а также меропенем с 

МИК 16 мкг/мл. (Таблица 12). Штамм B. pumilus КМ-МГУ 364, подобно B. pumilus 8-12, 

показал высокую устойчивость в отношении цефтазидима и цефепима с МИК 1024 и 512 

мкг/мл соответственно, но по сравнению со штаммом 8-12, устойчивость штамма КМ 

МГУ 364 была ниже ко всем исследованным антибиотикам. Штамм B. subtilis 14-12 пока-

зал значительную устойчивость только к пенициллину, ампициллину, цефуроксиму и 

спектиномицину со значениями МИК 2048, 2048, 16 и 32 мкг/мл соответственно. B. sub-

tilis КМ-МГУ 25 показал сходную с B. subtilis 14-12 картину резистентности, за исключе-

нием более высокой устойчивости к спектиномицину с МИК 2048 мкг/мл. (Таблица 12).  
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Таблица 12. МИК антибиотиков (мкг/мл) у бактерий рода Bacillus, выделенных с РС МКС 

и больничной лаборатории. 

            Штамм 

Антибиотик  

П
ен

иц
ил

ин
 

А
мп

иц
ил

ли
н 

Ц
еф

а з
ол

ин
 

Ц
еф

ур
ок

си
м  

Ц
еф

тр
иа

кс
он

 

Ц
еф

оп
ер

аз
он

 

Ц
еф

та
зи

ди
м 

Ц
еф

е п
им

 

М
ер

оп
ен

ем
 

С
пе

кт
ин

ом
иц

ин
 

B. amyloliquefaciens 
PWN2D 

256 256 2 32 2 2 2 2 4 256 

B. amyloliquefaciens HSA09 1024 1024 2 2 2 2 2 2 - 64 
B. cereus LR2HG21 512 2048 2 1024 16 16 512 64 1024 512 
B. cereus HSA01 2048 2048 64 1024 128 128 512 512 - 256 
B. cereus HSA12 2048 2048 128 1024 512 128 1024 1024 - 128 
B. cereus HSA03 2048 2048 128 1024 256 128 256 1024 - 64 
B. licheniformis 7-12 1024 1024 128 64 1024 512 128 128 16 512 
B. lichenifomis КМ МГУ 14 128 256 4 16 2 2 4 2 4 256 
B. pumilus 8-12 256 2048 256 64 128 1024 2048 1024 16 256 
B. pumilus КМ МГУ 364 16 64 32 8 64 32 1024 512 8 64 
B. safensis HEP3B2 1024 512 1024 128 1024 16 128 128 1024 256 
B. subtilis 14-12 2048 2048 2 16 2 4 4 2 2 32 
B. subtilis КМ МГУ 25 2048 2048 2 - 2 4 4 2 - 2048 
B. subtilis DLA64 256 256 2 32 2 2 2 2 4 256 
B. subtilis HSA06 256 256 2 4 2 2 4 2 - 16 
Примечание: Знак «-» означает, что МИК этих антибиотиков не определялась. 

 
Из выделенных с РС МКС штаммов бацилл максимальные значения МИК для изу-

ченных антибиотиков обнаружил штамм B. safensis HEP3B2, который был устойчив ко 

всем исследуемым антибиотикам, причем не только к пенициллину и ампициллину, но и к 

цефазолину, цефтриаксону, меропенему с МИК 1024 мкг/мл (Таблица 12). У штамма B. 

cereus LR2HG21 максимальная резистентность обнаружена к ампициллину с МИК 2048 

мкг/мл, МИК для цефуроксима и меропенема составляли 1024 мкг/мл, а для пенициллина, 

спектиномицина и цефтазидима – по 512 мкг/мл (Таблица 12). Штаммы B. amyloliquefa-

ciens PWN2D и B. subtilis DLA64 показали одинаковые значения МИК ко всем исследуе-

мым антибиотикам. Оба штамма были устойчивы к пенициллину, ампициллину и спекти-

номицину с МИК 256 мкг/мл.  

Три из выделенных из больничной лаборатории штаммов бактерий – B. cereus 

HSA01, B. cereus HSA12, B. cereus HSA03 показали высокую резистентность к пеницил-

лину и ампициллину со значением МИК 2048 мкг/мл (Таблица 12). Устойчивость еще 

двух штаммов из больничной лаборатории – B. subtilis HSA06 и B. amyloliquefaciens 

HSA09 к пенициллину и ампициллину оказалась ниже со значениями МИК 256 мкг/мл и 
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1024 мкг/мл, соответственно. Устойчивость B. cereus HSA01, HSA12, HSA03 к цефалос-

поринам оказалась ниже, чем к пенициллину и ампициллину, однако значения МИК были 

достаточно высокими и составляли от 64 до 1024 мкг/мл. В отличие от этого B. subtilis 

HSA06 и B. amyloliquefaciens HSA09 показали устойчивость только к ампициллину и пе-

нициллину с МИК 1024 мкг/мл, в то время как резистентность этих штаммов к цефалос-

поринам I-IV-го поколений была низкой со значениями МИК 24 мкг/мл. Все пять штам-

мов бацилл из больничной лаборатории – B. cereus HSA01, HSA12, HSA03, B. subtilis 

HSA06, B. amyloliquefaciens HSA09 показали резистентность к спектиномицину в диапа-

зоне МИК от 16 до 265 мкг/мл (Таблица 12). 

7.1.2. Активность эффлюкс-насосов у штаммов Bacillus с РС МКС 

Использование разобщителя СССР показало отсутствие активных эффлюкс-насосов 

у B. licheniformis 7-12 с высокими значениями МИК к пенициллину и ампициллину, что 

позволило предположить наличие у этого штамма механизма β-лактамазной защиты от 

этих антибиотиков (Таблица 13). Еще у трех штаммов, устойчивых к пенициллину и ам-

пициллину – B. subtilis 14-12, B. cereus LR2HG21, B. safensis HEP3B2, функционирует дру-

гой механизм защиты – активный транспорт антибиотика из клетки, опосредованный 

наличием эффлюкс-насосов, действующих за счет электрохимического потенциала кле-

точной мембраны. Показано, что у штаммов B. licheniformis 7-12, B. pumilus 8-12, B. cereus 

LR2HG21, B. safensis HEP3B2, B. amyloliquefaciens PWN2D, B. subtilis DLA64 резистент-

ность к производным цефалоспорина III-IV-го поколений цефтриаксону, цефтазидиму, 

цефепиму и аминогликозиду спектиномицину также, очевидно, обеспечивается системами 

активного оттока ксенобиотиков, относящимися к группе второстепенных транспортеров 

(Таблица 13).  

Второстепенные транспортеры включают семейства MFS, SMR, RND, MATE и 

функционируют за счет электрохимического потенциала мембраны. Одним из самых рас-

пространенных способов подавления эффлюкс-насосов, относящихся к второстепенным 

транспортерам, является применение разобщителя CCCP, который мы применяли в иссле-

дованиях. 

7.1.3.  Активность эффлюкс-насосов у штаммов Bacillus из больничной лаборатории 

Возможность функционирования эффлюкс-насосов у штаммов Bacillus из больничной 

лаборатории B. cereus HSA01, HSA03, HSA12, B. subtilis HSA06 и B. amyloliquefaciens 

HSA09 определяли только для тех антибиотиков, к которым у бактерий была обнаружена 

высокая резистентность (Таблица 12).  
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Таблица 13. Значения МИК антибиотиков и активность эффлюкс-насосов у штаммов Ba-

cillus, выделенных с РС МКС, для пенициллина, ампициллина, цефалоспоринов и спекти-

номицина.  

 
Микроорганизм 

 
Антибиотик 

МИК  
антибиотика 
(мкг/мл) 

МИК в присут-
ствии  
CCCP (мкг/мл) 

Кратность 
уменьше-
ния МИК 

Активность  
эффлюкса 

B. licheniformis 7-12 Пенициллин 1024 1024 1 Отсутствует 
B. licheniformis 7-12 Ампициллин 1024 1024 1 Отсутствует 
B. licheniformis КМ-МГУ 14 Пенициллин 128 128 1 Отсутствует 
B. licheniformis КМ-МГУ 14 Ампициллин 256 256 1 Отсутствует 
B. subtilis 14-12 Пенициллин 2048 16 128 Высокая 
B. subtilis 14-12 Ампициллин 2048 16 128 Высокая 
B. cereus LR2HG21 Пенициллин 2048 2 1024 Высокая 
B. cereus LR2HG21 Ампициллин 2048 2 1024 Высокая 
B. safensis HEP3B2 Пенициллин 1024 2 512 Высокая 
B. safensis HEP3B2 Ампициллин 512 16 32 Высокая 
B. licheniformis 7-12 Цефтазидим 128 16 8 Умеренная  
B. licheniformis 7-12 Спектиномицин 512 32 16 Умеренная 
B. pumilus 8-12 Цефтриаксон 128 6 8 Умеренная  
B. pumilus 8-12 Цефепим 1024 64 16 Умеренная  
B. cereus LR2HG21 Цефепим 64 16 4 Умеренная  
B. cereus LR2HG21 Спектиномицин 512 32 16 Умеренная  
B. safensis HEP3B2 Цефепим 128 2 64 Высокая  
B. safensis HEP3B2 Спектиномицин 256 2 128 Высокая  
B. amyloliquefaciens PWN2D Спектиномицин 256 8 32 Высокая  
B. subtilis DLA64 Спектиномицин 256 2 128 Высокая  

 
Установлено, что у B. cereus HSA01 в присутствии пенициллина или ампициллина 

активность эффлюкса высокая, а у B. cereus HSA03 и B. amyloliquefaciens HSA09 умерен-

ная. В то же время у B. cereus HSA12 и B. subtilis HSA06 наличие эффлюкса в присутствии 

пенициллина или ампициллина не обнаружено (Таблица 14). Для изучения эффлюкса у B. 

cereus HSA01 были использованытакже цефуроксим, цефтазидим, цефепим, к которым у 

штамма HSA01 обнаружена высокая резистентность и аминогликозид спектиномицин, как 

антибиотик, заведомо не подверженный действию β-лактамаз. Показана умеренная актив-

ность эффлюкс-насосов у B. cereus HSA01 только в отношении цефуроксима и полное от-

сутствие эффлюкса при наличии в среде других антибиотиков (Таблица 14). 

У B. cereus HSA12 действие эффлюкса исследовали в отношении цефепима, цефта-

зидима, цефуроксима, цефтриаксона, цефазолина с высокими значениями МИК. Наличие 

умеренной активности эффлюкса обнаружено только в присутствии цефтазидима и цефу-

роксима (Таблица 14). Действие эффлюкса у B. cereus HSA03 изучали в вариантах с цефа-
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золином, цефуроксимом, цефтазидимом и цефепимом со значениями их МИК 128, 1024, 

256 и 1024 мкг/мл соответственно. Умеренная активность эффлюкс-насосов показана 

только в отношении цефепима и цефтазидима (Таблица 14).  

7.1.4. Наличие β-лактамаз у штаммов Bacillus из больничной лаборатории 

Различают сериновые β-лактамазы молекулярных классов C, A, D и металло-β-

лактамазы (МБЛ) класса B (Bush, 2018). На рисунке 22 показан результат типичного опы-

та по выявлению МБЛ, относящихся к классу В, по образованию зоны подавления роста 

бактериального газона B. cereus HSA03 между диском, содержащим ЭДТА в центре чаш-

ки, и дисками, содержащими цефазолин и цефтазидим. У B. cereus HSA01 с помощью 

ЭДТА-теста показано наличие МБЛ-активности в отношении пенициллина и цефтазидима 

(Таблица 14). У B. cereus HSA12 тест выявил МБЛ, гидролизующие ампициллин, а также 

цефалоспорины III-го поколения цефтазидим и цефтриаксон. У B. cereus HSA03 актив-

ность МБЛ обнаружена в отношении ампициллина, цефазолина и цефтазидима. B. subtilis 

HSA06 отличается очень низкими значениями МИК в отношении всех исследуемых цефа-

лоспоринов, но характеризуется достаточно высокой устойчивостью к ампициллину и пе-

нициллину с МИК 256 мкг/мл (Таблица 14). У штамма B. subtilis HSA06 ЭДТА-тест пока-

зал наличие МБЛ, гидролизующих оба этих антибиотика, в то время как активность эф-

флюкса у этого штамма в присутствии ампициллина и пенициллина отсутствует (Таблица 

14). B. amyloliquefaciens HSA09, характеризующийся очень низкими значениями МИК в 

отношении исследуемых цефалоспоринов, но отличающийся высокой устойчивостью к 

ампициллину и пенициллину с МИК 1024 мкг/мл (Таблица 12), показал умеренную актив-

ность эффлюкса в отношении двух последних антибиотиков, однако активность МБЛ об-

наружена только к ампициллину (Таблица 14).  

Таким образом, у B. cereus HSA01 устойчивость к ампициллину и цефуроксиму обу-

словлена работой эффлюкс-насосов, к цефтазидиму обеспечивается действием металло-β-

лактамаз (МБЛ), а к пенициллину объясняется работой обеих этих систем (Таблица 15). 

Высокая устойчивость к ампициллину B. cereus HSA12 обеспечивается действием 

МБЛ, к цефуроксиму – активностью эффлюкса, в то время как резистентность к цефта-

зидиму сопровождается наличием МБЛ и действием эффлюкс-насосов. У B. cereus 

HSA03 резистентность к пенициллину, ампициллину, цефепиму и цефтазидиму объясня-

ется активностью эффлюкса, к цефазолину и цефтазидиму обеспечивается действием 

МБЛ, а к ампициллину и цефтазидиму обусловлена наличием как МБЛ, так и эффлюкса. 

Устойчивость B. subtilis HSA06 к пенициллину и ампициллину обеспечивает только ак-

тивность МБЛ. У B. amyloliquefaciens HSA09 устойчивость к ампициллину объясняется-
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как наличием МБЛ, так и действием эффлюкс-насосов, а к пенициллину обеспечивается 

только действием эффлюкса (Таблица 15).  

 
Таблица 14. Значения МИК антибиотиков, активность эффлюкс-насосов и наличие β-

лактамазу штаммов бацилл из больничной лаборатории для пенициллинов и цефалоспо-

ринов. 

Микроорганизм Антибиотик МИК 
мкг/мл 

МИК 
мкг/мл 

+ 
ССCР 

Кратность 
уменьшения 

Активность 
эффлюкса 

Металло-
β-

лактамазы 
(ЭДТА-

тест) 

Лактамазы 
NDM, VIM 
(класс B), 

KPC (класс 
A), OXA-48 

(класс D) 
B. cereus HSA01 Ампициллин 2048 64 32 Высокая - 

Не 
обнаружено 

 

B. cereus HSA01 Пенициллин 2048 64 32 Высокая + 
B. cereus HSA01 Цефепим 512 512 1 Отсутствует - 
B. cereus HSA01 Цефтазидим 512 512 1 Отсутствует + 
B. cereus HSA01 Цефуроксим 1024 128 8 Умеренная н/о 
B. cereus HSA01 Спектиномицин 256 256 1 Отсутствует н/о 
B. cereus HSA12 Ампициллин 2048 2048 1 Отсутствует + 

Не 
обнаружено 

 

B. cereus HSA12 Пенициллин 2048 2048 1 Отсутствует - 
B. cereus HSA12 Цефепим 1024 1024 1 Отсутствует - 
B. cereus HSA12 Цефазолин 128 128 1 Отсутствует - 
B. cereus HSA12 Цефтазидим 1024 128 8 Умеренная + 
B. cereus HSA12 Цефтриаксон 512 512 1 Отсутствует + 
B. cereus HSA12 Цефуроксим 1024 128 8 Умеренная н/о 
B. cereus HSA03 Ампициллин 2048 128 16 Умеренная + 

Не 
обнаружено 

 
 

B. cereus HSA03 Пенициллин 2048 128 16 Умеренная - 
B. cereus HSA03 Цефепим 1024 128 8 Умеренная - 
B. cereus HSA03 Цефазолин 128 128 1 Отсутствует + 
B. cereus HSA03 Цефтазидим 256 32 8 Умеренная + 
B. cereus HSA03 Цефуроксим 1024 1024 1 Отсутствует н/о 
B. subtilis HSA06 Ампициллин 256 256 1 Отсутствует + Не  

обнаружено B. subtilis HSA06 Пенициллин 256 128 2 Отсутствует + 

B. amyloliquefaciens 
HSA09 

Ампициллин 1024 256 4 Умеренная + 
Не  

обнаружено B. amyloliquefaciens 
HSA09 

Пенициллин 1024 128 8 Умеренная - 

Примечание: Знак «н/о» означает, что МБЛ для этих антибиотиков не определяли. 
 

Таким образом, у группы бацилл из медицинской лаборатории резистентность к 

пенициллину, ампициллину и ряду производных цефалоспорина обеспечивают, в зави-

симости от штамма и конкретного антибиотика, металло-β-лактамазы и/или эффлюкс-

насосы (Таблица 15). Насосы относятся к группе второстепенных транспортеров. 
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Таблица 15.  Активность эффлюкса и наличие МБЛ в зависимости от штамма  

бактерий из медицинской лаборатории и антибиотика.  

Штамм Ампициллин Пенициллин Цефепим Цефазолин Цефтазидим Цефтриаксон 

B. cereus 
HSA03 - + - - + - 
B. cereus 
HSA12 + - - - + + 
B. cereus 
HSA01 + - - - + + 
B. subtilis 
HSA06 + + - + + - 
B. subtilis 
HSA09 + - н/о н/о н/о н/о 

 

- высокая активность эффлюкса + МБЛ 
 

- умеренная активность эффлюкса + МБЛ 
 

- обнаружены МБЛ 

 
Кроме методики выявления активности МБЛ (класс В) с помощью ЭДТА-теста, 

применялась также методика RT-PCR определения как сериновых β-лактамаз, так и МБЛ 

типов KPC (класс A), NDM, VIM (класс B) и OXA-48 (класс D). Однако в группе исследу-

емых бактерий, выделенных из медицинской лаборатории, ни один из перечисленных ти-

пов β-лактамаз выявить не удалось (Таблица 14). Следовательно, у исследованной группы 

бацилл резистентность к пенициллину, ампициллину и ряду производных цефалоспорина 

обеспечивают, в зависимости от штамма и конкретного антибиотика, металло-β-

лактамазы и/или эффлюкс-насосы. Насосы относятся к группе второстепенных транспор-

теров. 
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  Опыт           Контроль 

 
Рисунок 20. Определение наличия металло-β-лактамаз. Зона подавления роста B. cereus 

HSA03 возникла между дисками с ЭДТА, цефазолином (ЦЗ) и цефтазидимом (ЦАЗ).  

Цефепим (ЦПМ);  

Цефтриаксон (ЦРО);  

Цефазолин (ЦЗ); 

Цефтазидим (ЦАЗ). 

 

7.2. Определение резистентности бацилл с РС МКС и больничной лаборатории к 

антибиотикам, рекомендованным EUCAST 

7.2.1. Антибиотики, рекомендованные EUCAST 

До 2020 года отсутствовал конкретный список антибиотиков в EUCAST, рекоменду-

емых для подавления роста бацилл. Однако в последних выпусках EUCAST (2021-2023) 

появился список из 9 антибиотиков для подавления роста штаммов бацилл, а также четкие 

критерии интерпретации оценки устойчивости бактерий Bacillus spp. к этим антибиотикам 

с помощью диско-диффузионного метода. Появление списка антибиотиков EUCAST сви-

детельствует о повышении в последние годы внимания научного и медицинского сооб-

ществ к заболеваниям, вызываемым штаммами разных видов бацилл. В список антибио-

тиков EUCAST включены 9 антибиотиков – имипенем, меропенем (β-лактамы), ципро-

флоксацин, левофлоксацин, норфлоксацин, (фторхинолоны), ванкомицин (гликопептиды), 

эритромицин (макролиды), клиндамицин (линкозамиды) и линезолид (оксазолидиноны). 

Поэтому диски, содержащие перечисленные антибиотики в концентрациях, рекомендо-

ванных EUCAST, были использованы в этой части работы.  
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7.2.2. Штаммы бацилл, исследованные на чувствительность к антибиотикам, 

рекомендованным EUCAST 

В части работы по определению резистентности бацилл к антибиотикам, рекомендо-

ванным EUCAST, исследовали 23 штамма бактерий рода Bacillus, выделенных с РС МКС, 

а также 5 видов – B. cereus HSA01, B. cereu HSA03, B. cereusHSA12, B. subtilis HSA06, B. 

amyloliquefaciens HSA09, полученных из больничной лаборатории (Таблица 16). 

7.2.3. Определение чувствительности к антибиотикам, рекомендованным EUCAST 

У бацилл, выделенных с РС МКС и больничной лаборатории, изучали устойчивость 

к действию антибиотиков, рекомендованным EUCAST, диско-диффузионным методом 

(Таблица 16). В последнем выпуске EUCAST (EUCAST, 2023) присутствуют критерии ин-

терпретации для оценки устойчивости бактерий Bacilluss pp. с помощью диско-

диффузионного метода для таких антибиотиков, как имипенем, меропенем, ципрофлокса-

цин, левофлоксацин, норфлоксацин, ванкомицин, эритромицин, клиндамицин и линезо-

лид. Поэтому именно эти антибиотики были использованы в нашей работе. Показано, что 

у 11 штаммов бацилл из 28 изученных, обнаружена резистентность к эритромицину и 5 

штаммов показали устойчивость к клиндамицину. При этом практически все шесть штам-

мов B. paralicheniformis с РС МКС оказались резистентными к эритромицину и клиндами-

цину. Штаммы B. cereus SE43, B. cereus LR2HG21, полученные с РС МКС, а также B. ce-

reus HSA01, HSA03, HSA12, выделенные из больничной лаборатории, показали устойчи-

вость к фторхинолонам: ципрофлоксацину, левофлоксацину, норфлоксацину. Штаммы B. 

cereus SE42 проявил резистентность только к левофлоксацину. К линезолиду показали 

устойчивость три штамма из больничной лаборатории – B. cereus HSA01, B. cereus 

HSA03, B. cereus HSA12 (Таблица 16). У каждого из B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, 

HSA12, а также у B. safensis HEP3B2, B. safensis SE192 и B. subtilis SE171 установлена ре-

зистентность к β-лактаму имипенему. К меропенему проявили устойчивость только B. ce-

reus LR2HG21 и B. subtilis SE171 (Таблица 16). 
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Таблица 16. Резистентность к антибиотикам, рекомендованным EUCAST, у штаммов  

бактерий рода Bacillus, выделенных с РС МКС и больничной лаборатории.  

№       Штамм бактерий  
 

Антибиотик 

И
ми

пе
не

м 

М
ер

оп
ен

ем
 

Ц
ип

ро
фл

ок
са

ци
н 

Л
ев

оф
ло

кс
ац

ин
 

Н
ор

фл
ок

са
ци

н 

В
ан

ко
ми

ци
н 

Эр
ит

ро
ми

ци
н 

К
ли

нд
ам

иц
ин

 

Л
ин

ез
ол

ид
 

1 B. amyloliquefaciens SE41 
         

2 B. amyloliquefaciens PWN2D 
         

3 B. amyloliquefaciens HSA09 
         

4 B. cereus SE42 
         

5 B. cereus SE43 
         

6 B. cereus LR2HG21 
         

7 B. cereus HSA01 
         

8 B. cereus HSA03 
         

9 B. cereus HSA12 
         

10 B. paralicheniformis SE71          
11 B. paralicheniformis SE131          
12 B. paralicheniformis SE161 

         

13 B. paralicheniformis SE181 
         

14 B. paralicheniformis SE182 
         

15 B. paralicheniformis SE183 
         

16 B. pumilus SE4 
         

17 B. pumilus SE191 
         

18 B. safensis HEP3B2 
         

19 B. safensis SE21 
         

20 B. safensis SE192          
21 B. subtilis SE12          
22 B. subtilis SE62          
23 B. subtilis SE15          
24 B. subtilis SE17          
25 B. subtilis SE171          
26 B. subtilis DLA64          
27 B. subtilis HSA06          
28 Bacillus sp. SE132          

Примечание: зеленое поле означает чувствительный штамм; красное поле – резистентный;  

7.2.4. Полногеномное секвенирование и наличие генов резистентности 

Осуществлено секвенирование полных геномов, прежде всего обнаруженных на РС 

МКС и в больничной лаборатории условных патогенов B. cereus LR2HG21, SE42, SE43, 

HSA01, HSA03, HSA12 и других штаммов, проявивших устойчивость к антибиотикам из 

списка EUCAST – имипенему, меропенему, ципрофлоксацину, левофлоксацину, норфлок-

сацину эритромицину и линезолиду, с целью определения наличия генов устойчивости к 

этим антибиотикам (Таблица 17). 
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Для анализа последовательностей бактериальной ДНК и определения генов устой-

чивости к антибиотикам (antimicrobial resistance genes, ARGs), мы использовали базу дан-

ных CARD. С целью обеспечения высокой точности идентификации ARGs в результаты 

исследований были включены только те гены, которые показали более 90% совпадения по 

идентичности последовательности и более 90% по длине последовательности с последо-

вательностями, содержащимися в базе данных CARD. Этот подход позволил с высокой 

достоверностью идентифицировать гены, кодирующие резистентность к определенным 

антибиотикам. На рисунке 23 в качестве примера показаны гены ARGs B. cereus SE43 и B. 

paralicheniformis SE71 отвечающие этим критериям. На рисунке 24 показаны гены рези-

стентности, обнаруженные у B. cereus LR2HG21 и B. subtilis SE171, у которых на диа-

грамме данных CARD зеленым цветом отмечены гены резистентности, показавшие «иде-

альное» совпадение данных секвенирования с базой данных CARD. «Идеальное» совпа-

дения означает 100% идентичности и 100% длины последовательности гена бактерии с 

базой данных CARD (Рисунок 24).  

На основе данных секвенирования штаммов, проявивших устойчивость к эритроми-

цину и клиндамицину, с использованием базы CARD установлено наличие в геномах 

большинства этих штаммов бацилл кодируемого хромосомой гена ermD. Ген ermD обна-

ружену B. paralicheniformis SE71, SE131, SE181, SE182, SE183. Этот ген кодирует эритро-

мицин-резистентную метилазу, обеспечивающую устойчивость к макролиду эритромици-

ну и линкозамиду клиндамицину (Таблица 17). Механизмом устойчивости к этим анти-

биотикам является посттранскрипционная модификация рибосомальной РНК 23S путем 

моно/диметилирования остатка аденина. В результате нарушается комплиментарность ан-

тибиотика к рибосоме и препарат не может ингибировать синтез белка. Все метилазы 

рРНК метилируют один и тот же остаток аденина, что приводит к фенотипу устойчивости 

к макролидам-линкозамидам-стрептограмину В, при этом показано, что гены erm обеспе-

чивают перекрестную резистентность к эритромицину и клиндамицину у B. licheniformis и 

B. paralicheniformis и преобладают у бактерий с высокой мультирезистентностью (Anjum 

et al., 2016; Jeong et al., 2020).  
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Таблица 17. Гены устойчивости к антибиотикам, обнаруженные у штаммов бактерий  

рода Bacillus, выделенных из РС МКС и больничной лаборатории, по результатам секве-

нированияс использованием базы данных CARD. 

№ 
          Штамм Ген Идентич-

ность 
и длина (%) 

Кодирует действие 
классов антибиотиков 

Механизм действия  
антибиотика 

1 B. cereus SE42 

clbA 93 & 93 Линкозамиды, стрептограмин, 
стрептограмин А, оксазолидинон, 
феникол, плевромутилин 

Изменение мишени 

bcl-1 91 & 100 Цефалоспорины, пенициллины Инактивация 

2 B. cereus SE43 

satA 100 & 100 Нуклеозидныеантибиотики Инактивация 
bcl-1 91 & 98 Цефалоспорины, пенициллины Инактивация 
bla2 98 & 100 Карбапенем, цефалоспорин, пенам Инактивация 
mphL 90 & 98 Макролиды Инактивация 
fosB 90 & 100 Фосфомицин Инактивация  

3 B. cereus 
LR2HG21 

TEM-116 100 & 100 Монобактамы, цефалоспорины, 
пенамы, пенемы 

Инактивация 

APH(3’)-IIa 100 & 100 Аминогликозидные антибиотики Инактивация  
BcII 98 & 100 Цефалоспорины, пенемы Инактивация  

4 B. cereus HSA01 

TEM-116 100 & 100 Монобактамы, цефалоспорины, 
пенамы, пенемы 

Инактивация 

APH(3’)-IIa 100 & 100 Аминогликозиды Инактивация 
FosBx1 100 & 96 Антибиотики группы производ-

ных фосфоновой кислоты 
Инактивация 

BcI 97 & 101 Цефалоспорины, пенемы Инактивация 
BcII 91 & 101 Цефалоспорины, пенемы Инактивация 

5 B. cereus HSA03 

FosBx1 100 & 100 Антибиотики группы производ-
ных фосфоновой кислоты 

Инактивация 

TEM-116 100 & 100 Монобактамы, цефалоспорины, 
пенамы, пенемы 

Инактивация 

APH(3’)-IIa 100 & 100 Аминогликозиды  Инактивация 
BcI 97 & 101 Цефалоспорины, пенемы Инактивация 
BcII 91 & 101 Цефалоспорины, пенемы Инактивация 

6 B. cereus HSA12 
TEM-116 100 & 100 Монобактамы, цефалоспорины, 

пенамы, пенемы 
Инактивация 

APH(3’)-IIa 100 & 100 Аминогликозидные антибиотики Инактивация 

7 
B. 
paralicheniformis 
SE71 

ermD 98 & 100 Макролиды, линкозамиды, стреп-
тограмин, стрептограмин А и В 

Изменение мишени 

bcrA 99 & 96 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrB 98 &100 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrC 98 & 100 Пептидные антибиотики Изменение мишени 

8 
B. 
paralicheniformis 
SE131 

ermD 98 & 100 Макролиды, линкозамиды, стреп-
тограмин, стрептограмин А и В 

Изменение мишени 

bcrA 99 & 96 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrB 98 &100 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrC 98 & 100 Пептидные антибиотики Изменение мишени 

9 
B. 
paralicheniformis 
SE181 

ermD 98 & 100 Макролиды, линкозамиды, стреп-
тограмин, стрептограмин А и В 

Изменение мишени 

bcrA 99 & 96 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrB 98 &110 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrC 98 & 100 Пептидные антибиотики Изменение мишени 
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10 
B. 
paralicheniformis 
SE182 

ermD 98 &100 Макролиды, линкозамиды, стреп-
тограмин, стрептограмин А и В 

Изменение мишени 

bcrA 99 & 96 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrB 98 &100 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrC 98 & 100 Пептидные антибиотики Изменение мишени 

11 
B. 
paralicheniformis 
SE183 

ermD 98 & 100 Макролиды, линкозамиды, стреп-
тограмин, стрептограмин А и В 

Изменение мишени 

bcrA 99 & 96 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrB 98 &100 Пептидные антибиотики Эффлюкс 
bcrC 98 & 100 Пептидные антибиотики Изменение мишени 

12 B. safensis 
SE192 

TEM-116 100 & 100 Монобактамы, цефалоспорины, 
пенамы, пенемы 

Инактивация 

APH(3’)-IIa 100 & 100 Аминогликозиды Инактивация 

13 B. subtilis SE15 

ykkD 100 & 100 Аминогликозиды, тетрациклины, 
фениколовые антибиотики 

Эффлюкс 

ykkC 100 & 100 Аминогликозиды, тетрациклины, 
фениколовые антибиотики 

Эффлюкс 

Blt 100 & 100 Фторхинолоны, дезинфицирую-
щие средства и антисептики 

Эффлюкс 

B. subtilis 
mprF 

100 & 100 Пептидные антибиотики Изменение мишени 

mphK 100 & 100 Макролиды Инактивация 
tmrB 100 & 100 Нуклеозиды Снижение  

проницаемости  
aadK 100 & 100 Аминогликозиды Инактивация 
vmlR 100 & 100 Линкозамиды, стрептограмин, 

стрептограмин А, оксазолидинон, 
феникол, плевромутилин 

Защита мишени 
действия 

catA1 100 & 100 Фениколовые антибиотики Инактивация 
TEM-181 100 & 100 Монобактам, цефалоспорин, пе-

нам, пенем 
Инактивация 

14 B. subtilis SE171 

ykkC 100 & 100 Аминогликозиды, тетрациклины, 
фениколовые антибиотики 

Эффлюкс 

ykkD 100 & 100 Аминогликозиды, тетрациклины, 
фениколовые антибиотики 

Эффлюкс 

Blt 100 & 100 Фторхинолоны, дезинфицирую-
щие средства и антисептики 

Эффлюкс 

aadK 100 & 100 Аминогликозиды Инактивация 
mphK 100 & 100 Макролиды Инактивация 
tmrB 100 & 100 Нуклеозиды Снижение  

проницаемости  
B. subtilis 
mprF 

100 & 100 Пептидные антибиотики Изменение 
мишени 

vmlR 100 & 100 Линкозамиды, стрептограмин, 
стрептограмин А, оксазолидинон, 
феникол, плевромутилин 

Защита мишени 
действия 

APH(3’)-IIa 100 & 100 Аминогликозиды Инактивация 
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Рисунок 21. Гены резистентности, выявленные с помощью базы данных CARD по 
результатам полногеномного секвенирования штаммов B. cereus SE43 (А) и B. 
paralicheniformis SE71 (Б).  
Зеленым цветом выделены гены, показавшие «идеальное» (100 &100%) совпадение 
по идентичности и длине с эталонными последовательностями базы данных CARD; 
желтым цветом обозначены частичные совпадения (> 90 & 90%).  

 
 
 

                             
                    А                                                                       Б 

Рисунок 22. Гены резистентности, выявленные с помощью базы данных CARD, по 
результатам полногеномного секвенирования штаммов B. cereus LR2HG21 (А) и B. 
subtilis SE171 (Б). Отмечены желтым и зеленым цветом соответственно > 90 & 90% 
и 100 &100%  («идеальные»)  совпадения генов по идентичности и длине с после-
довательностями генов базы данных CARD.   
А.  B. cereus LR2HG21 – 2 «идеальных» совпадения генов устойчивости с базой 
CARD. 
Б.  B. subtilis SE171 – 9 «идеальных» совпадений генов устойчивости с базой 
CARD.  
 

Полногеномное секвенирование и фенотипическое тестирование 104 штаммов B. li-

cheniformis и B. paralicheniformis из различных источников показало, что у всех 30 штам-

мов B. paralicheniformis, и у 20 из 74 штаммов B. licheniformis обнаружен хромосомный 

ген ermD, кодирующий рРНК-аденин-N6-диметилазу, состоящую из 286-287 аминокислот 
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(Agersø et al., 2019). Следовательно, устойчивость к эритромицину у бацилл очень хорошо 

коррелирует с наличием гена ermD. Ген erm D обнаружен нами у штаммов B. paralicheni-

formis SE71, SE131, SE181, SE182, SE183 (Таблица 17). Показано, что классы генов ermD 

и ermС локализованы на хромосоме у B. licheniformis, B. paralicheniformis и близкород-

ственных видов Bacillus, резистентных к эритромицину и клиндамицину, при этом они не 

связаны с какими-либо мобильными генетическими элементами (Agersø et al., 2019; Jeong 

et al., 2020). У резистентного к эритромицину штамма B. cereus SE43 (Таблица 17), не 

имеющего генов erm, обнаружен хромосомный ген mphL, кодирующий макролидные 

фосфотрансферазы, инактивирующие 14-15-членные макролиды эритромицин, кларитро-

мицин, азитромицин у B. cereus, B. thuringiensis, B. anthracis. Ген mphL видимо был при-

обретен на ранней стадии эволюции группы B. cereus и является у этих бактерий геном 

внутренней резистентности, не связанным с плазмидными последовательностями (Wang et 

al., 2015). В результате секвенирования штаммов бацилл SE15, SE43, SE171, показавших 

устойчивость к эритромицину (Таблица 17), у двух из них – B. subtilis SE15 и B. subtilis 

SE171 обнаружен ген mphK (Таблица 17), кодирующий хромосомную макролид-

фосфотрансферазу, инактивирующую макролиды эритромицин, кларитромицин, азитро-

мицин у B. cereus, B. subtilis, B. anthracis (Wang et al., 2015).  

На основе данных секвенирования с использованием базы данных CARD установле-

но наличие в геномах большинства штаммов, резистентных к имипенему – B. cereus 

LR2HG21, B. safensis SE192, B. cereus HSA01, B. cereus HSA03, B. cereus HSA12, гена 

TEM-116, кодирующего устойчивость бактерий к β-лактамным антибиотикам (Таблица 

17).  Ген TEM-116 кодирует β-лактамазу расширенного спектра действия (БЛРС), обу-

славливающую резистентность к пенициллинам, цефалоспоринам, имипенему путем их 

гидролиза (Bush, Bradford, 2020). 

У B. cereus HSA01 и B. cereus HSA03, выделенных из больничной лаборатории и 

проявивших устойчивость к β-лактаму имипенему (Таблица 16), с помощью полногеном-

ного секвенирования выявлено наличие генов BcI и BcII (Таблица 17). У штамма B. cereus 

LR2HG21, резистентного к имипенему и меропенему (Таблица 16), секвенирование пока-

зало наличие только гена BcII (Таблица 17). Ген BcI кодирует сериновую β-лактамазу I  

B. cereus класса А группы 2А, гидролизующую ряд пенициллинов, цефалоспоринов, кар-

бапенемов у ряда бацилл (Alcock et al., 2023). Ген BcII кодирует β-лактамазу II, которая 

представляет собой термостабильный маннан-связывающий лектин, расщепляющий пе-

нициллины, цефалоспорины, карбапенемы у B. anthracis, B. cereus, B. thuringiensis (Alcock 

et al., 2023).  
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К устойчивости к линезолиду у B. cereus HSA01, HSA03, HSA12 могли привести му-

тации в генах 23S рРНК и мутации в генах rplC, rplD, кодирующих рибосомальные белки 

(Pournaras et al., 2013). Полногеномное секвенирование B. cereus LR2HG21 обнаружило у 

этого штамма (Таблица 17) ген APH(3’)-IIa, кодирующий аминогликозид-3'-О-

фосфотрансферазы и объясняющий у B. cereus LR2HG21 устойчивость к аминогликозиду 

спектиномицину (Таблица 17). Следует отметить, что гены TEM-116 и APH(3’)-IIa у ис-

следованных бацилл показали «идеальные» 100 % совпадения данных секвенирования с 

базой данных CARD по идентичности и длине последовательностей генов (Таблица 17). 

Резистентность к фторхинолонам ципрофлоксацину, левофлоксацину и норфлокса-

цину обнаружена у четырех штаммов B. cereus – LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 (Таб-

лица 17). Однако генов устойчивости к этим антибиотикам у перечисленных штаммов ме-

тодом полногеномного секвенирования в базе данных CARD обнаружить не удалось. Ви-

димо, основной механизм резистентности к фторхинолонам у этих штаммов бактерий свя-

зан с мутациями в генах gyrA и parC, кодирующих GyrA и ParC субъединицы ферментов 

(quinolone-resistence-determining region) ДНК-гиразы и топоизомеразы соответственно 

(Wilson et al., 2008). Еще один механизм резистентности бактерий к фторхинолонам свя-

зан с нарушением процесса проникновения антибиотика в клетку через пориновые каналы 

(Xia et al., 2010). 

В таблицу 17 включены также гены резистентности, обнаруженные у исследованных 

видов бацилл с помощью базы CARD и кодирующие устойчивость к антибиотикам, не 

использовавшимся в данном исследовании. Это, например, гены устойчивости к бацитра-

цину bcrA, bcrB, bcrC, кодирующие АТФ-связывающие кассетные транспортеры (эф-

флюкс), обнаруженные у всех штаммов B. paralicheniformis. Переносчик Bcr ABC обеспе-

чивает иммунитет к синтезирующему бацитрацин штамму B. licheniformis (Podlesek et al., 

2000). Наличие генов bcrA, bcrB, bcrC подтверждает наличие у исследованных штаммов B. 

paralicheniformis множественной лекарственной устойчивости (Таблица 17). 

 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  

Общее количество КОЕ бактерий всех физиологических групп на поверхности обо-

рудования ни в одной из точек контроля на РС МКС весной и осенью 2018 года на площа-

ди 100 см2 не превышало норматива, установленного International Space Station Medical 

Operations Requirements Document (ISS MORD NASA) для поверхностей оборудования 

МКС в полетном режиме работы, который не должен превышать 10000 КОЕ/100 см2. 

(Таблицы 3, 4, 5). Результаты исследований подтвердили имеющиеся данные о том, что 

виды бактерий рода Bacillus присутствуют на МКС как второй по частоте обнаружения 
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род (Quagliariello et al., 2022). И если преобладание стафилококков и микрококков на МКС 

можно объяснить их связью с человеком (Coil et al., 2016), то высокая встречаемость 

представителей рода Bacillus связана с их чрезвычайно высокой устойчивостью к высу-

шиванию, недостатку питательных веществ, адгезией к любым поверхностям, включая 

нержавеющую сталь, способностью формировать биопленки (Checinska et al., 2015; Majed 

et al., 2016).  

Осенью 2018 года бациллы были обнаружены на РС МКС в 23 пробах из 26 (Табли-

ца 5). Число известных видов рода Bacillus уже превышает 260 (Christie, Setlow, 2020; Ni-

kolaidis et al., 2022), однако идентификация штаммов, выделенных нами с РС МКС и ме-

дицинской лаборатории, позволила отнести их всего к семи видам – B. cereus, B. subtilis, 

B. safensis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. paralicheniformis. При этом 

из 34 штаммов бацилл, выделенных из поверхностей оборудования РС МКС и больничной 

лаборатории, 3 штамма из РС МКС идентифицированы как B. cereus LR2HG21, SE42, 

SE43, а 3 штамма из лаборатории – как B. cereus HSA01, HSA03, HSA12 (Таблица 9). Ви-

ды B. pumilus и B. safensis, а также Bacillus licheniformis и Bacillus paralicheniformis явля-

ются на РС МКС представителями близкородственных видов (Таблица 9).  

Исторически B. anthracis был признан единственным патогенным видом рода, одна-

ко некоторые штаммы B. cereus, B. thuringiensis, B. licheniformis, B. pumilus, B. subtilis, B. 

alvei и некоторых других видов были описаны как оппортунистические и даже патогенные 

(Farrar, Reboli, 2006; Schmid et al., 2021). B. cereus, является наиболее опасным для челове-

ка, за исключением B. anthracis, видом бацилл. Он занимает третье место, после предста-

вителей Salmonella и Staphylococcus aureus, среди возбудителей инфекций, связанных с 

пищевыми отравлениями. Этот условно-патогенный вид способствует возникновению 

рвотных и диарейных синдромов у животных и людей. B. cereus синтезирует широкий 

спектр потенциальных факторов вирулентности, включая токсины и ферменты, разруша-

ющие ткани (Zhang et al., 2019). При этом B. cereus формирует особую группу, включаю-

щую B. cereus, B. thuringiensis, B. weihenstephanensis, B. mycoides, B. pseudomycoides, B. 

cytotoxicus и B. anthracis (Schmid et al., 2021). Исследования состояния здоровья космонав-

тов показывают, что в полете у них уменьшается костная и мышечная массы, снижается 

иммунитет, острота зрения, возникают стрессовые состояния (Afshinneko et al., 2020), 

нарушается состав микробиома (Voorhies et al., 2019). Известно, что некорректная анти-

биотикотерапия вызывает высокий уровень смертности у пациентов с бактериемией, вы-

званной B. cereus и многими другими видами бацилл, поэтому препараты для терапии 

должны применяться с учетом чувствительности к ним возбудителя (Bianco et al., 2021). 

При этом медобслуживание космонавтов зависит от наземной службы поддержки, они 
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лишены прямого клинического сопровождения, поэтому особенно уязвимы к заболевани-

ям. Однако, данных о клинических характеристиках штаммов B. cereus и других бацилл, 

вызывающих инфекции, а также их этиотропной терапии еще очень мало. В этой связи 

работа по выбору спектра клинически значимых антибиотиков, особенно рекомендуемых 

EUCAST, к которым бациллы проявляют высокую чувствительность, приобретает особую 

практическую значимость. 

Изучение чувствительности выделенных из РС МКС и больничной лаборатории 

штаммов бацилл к 19 клинически значимым антибиотикам показало наличие устойчиво-

сти к 18 из них (Таблицы 12, 16). Эти изменения клинических свойств бактерий в космосе 

могут создать проблемы при выборе антибиотиков для лечения на борту МКС заболева-

ний, вызванных B. cereus и некоторыми другими видами бацилл.  

«Космические» штаммы B. licheniformis 7-12 и B. pumilus 8-12 показали на порядок и 

более высокую устойчивость (МИК) к пенициллину, ампициллину, цефалоспоринам, ме-

ропенему и спектиномицину, чем штаммы B. licheniformis КМ МГУ 14 и B. pumilus КМ 

МГУ 364, взятые для сравнительного анализа из коллекции кафедры микробиологии МГУ 

(Таблица 12). Штаммы B. cereus LR2HG21 и B. safensis HEP3B2, выделенных с РС МКС, 

также проявили высокую устойчивость к пенициллину, ампициллину, цефалоспоринам I-

IV поколений, меропенемуи спектиномицину (Таблица 12). В то же время все штаммы, 

взятые из коллекции МГУ – B. licheniformis КМ МГУ 14, B. pumilus КМ МГУ 364, B. 

subtilis КМ МГУ 25 и лишь два «космических» штаммы бацилл – B. amyloliquefaciens,  B. 

subtilis DLA64 показали очень низкую устойчивость к цефалоспоринам поколений I-IV и 

меропенему (Таблица 12). И если низкую устойчивость коллекционных культур можно 

объяснить их многолетним хранением в коллекции, в результате чего устойчивость к ан-

тибиотикам у них не успела сформироваться, то причины и механизмы резистентностик 

антибиотикаму «космических» штаммов могут быть различными. Показано, что у бакте-

рий рода Bacillus могут функционировать по крайней мере один или одновременно не-

сколько механизмов защиты от антибиотиков, например, действие эффлюкса, β-лактамаз 

и модификация мишени (Таблицы 13, 14, 15, 17). Несколько механизмов могут функцио-

нировать одновременно, но вклад каждого из них зависит как от штамма бактерий, так и 

конкретного антибиотика. Кроме того, набор механизмов устойчивости к антибиотикам у 

штаммов бацилл может увеличиваться в результате горизонтального переноса генов, как 

это может быть в случае с геном TEM-116, кодирующим БЛРС (Berbers et al., 2020; Sultan 

et al., 2020) или генами BcI и BcII, обеспечивающими резистентность к имипенему и ме-

ропенему (Meini et al., 2015; Nolivos et al., 2019), которые могут находиться как в хромо-

соме, так и в плазмидах.  
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Однако, кроме перечисленных механизмов устойчивости к различным антибиотикам 

необходимо учитывать и мутации генов, которые часто являются основным механизмом 

резистентности к фторхинолонам, линезолиду и другим антибиотикам у грамположитель-

ных бактерий (Pournaras et al., 2013). Мутации (аминокислотные замены, делеции, инсер-

ции) происходят в генах, кодирующих мишени действия антибиотиков, белки системы 

эффлюкса, пориновых каналов (Wang et al., 2015).  

Устойчивость бактерий к противомикробным препаратам считается одной из глав-

ных проблем 21-го века (Nolte, 2014). Постоянное наблюдение за микробными сообще-

ствами таких асептических помещений, как РС МКС и больничная лаборатория, позволя-

ет оценить факторы риска для здоровья людей, а в случае с МКС также обеспечить це-

лостность станции и функционирование ее систем. Так Национальное управление по 

аэронавтике и исследованию космического пространства США (НАСА) определило, что 

исследование микробиома МКС является основной целью текущих и будущих исследова-

ний на орбите Земли (Mora et al., 2016). 
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ВЫВОДЫ 

1. Методами анализа гена 16S рРНК, MALDI-TOF и полногеномного секвенирования 

установлена принадлежность 31 штамма бактерий рода Bacillus, выделенных с РС 

МКС и медицинской лаборатории, всего к семи видам – B. cereus, B. subtilis, B. 

safensis, B. amyloliquefaciens, B. pumilus, B. licheniformis, B. paralicheniformis. 

2. Изучение чувствительности выделенных с РС МКС и больничной лаборатории штам-

мов бацилл к 19 клинически значимым антибиотикам показало наличие устойчивости 

к 18 из них. Впервые определена резистентность бацилл, выделенных с РС МКС, к 9 

антибиотикам, рекомендованным EUCAST – имипенему, меропенему, ципрофлокса-

цину, левофлоксацину, норфлоксацину, ванкомицину, эритромицину, клиндамицину, 

линезолиду.  

3. У некоторых штаммов бацилл, выделенных с РС МКС и медицинской лаборатории, в 

том числе условно-патогенных B. cereus LR2HG21, B. cereus HSA01, B. cereus HSA03, 

B. cereus HSA12, показано наличие множественной лекарственной устойчивости 

(МЛУ) – резистентности к нескольким структурно и функционально не родственным 

антибиотикам, таким как β-лактамы, фторхинолоны, оксазолидиноны, аминогликози-

ды. 

4. Отсутствие активных эффлюкс-насосов у B. licheniformis 7-12 с высокими значениями 

МИК к пенициллину и ампициллину, свидетельствует о наличии у этого штамма толь-

ко механизма β-лактамазной защиты от этих антибиотиков. У всех других штаммов с 

РС МКС устойчивых к пенициллину, ампициллину, производным цефалоспорина и 

спектиномицину, резистентность обеспечивается также эффлюкс-насосами, функцио-

нирующими за счет электрохимического потенциала клеточной мембраны.  

5. Резистентность B. cereus LR2HG21 к пенициллину, ампициллину, имипенему, меропе-

нему, цефуроксиму, цефтриаксону, цефоперазону, цефтазидиму, цефепиму, спектино-

мицину обеспечивают система эффлюкса, гены TEM-116 и BcII, кодирующие соответ-

ственно β-лактамазу расширенного спектра действия (БЛРС) и β-лактамазу II, а устой-

чивость к спектиномицину обеспечивает также ген APH(3’)-IIa, кодирующий ами-

ногликозид-3'-О-фосфотрансферазы.  

6. Устойчивость к имипенему и меропенему B. cereus LR2HG21, HSA01, HSA03, HSA12 

и B. safensis SE192 обеспечивает ген TEM-116. У B. cereus LR2HG21 устойчивость к 

имипенему и меропенему кодирует также ген BcII, а у B. cereus HSA01 и B. cereus 

HSA03 резистентность к имипенему обеспечивают гены BcI и/или BcII, кодирующие 

соответственно сериновую β-лактамазу I и β-лактамазу II.  
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7. Резистентность к эритромицину и/или клиндамицину B. paralicheniformis SE71, SE131, 

SE181, SE182, SE183 обеспечивает ген ermD, кодирующий эритромицин резистентную 

метилазу. У B. cereus SE43 устойчивость к эритромицину обеспечивает ген mphL, ко-

дирующий макролидные фосфотрансферазы (Mphs), инактивирующие макролиды 

эритромицин, кларитромицин, азитромицин. Резистентность B. subtilis SE15 и B. 

subtilis SE171 к эритромицину обеспечивает ген mphK, кодирующий макролид-

фосфотрансферазу.  

8. Обнаружение на РС МКС штаммов бацилл, обладающих высокой устойчивостью к 

клинически значимым антибиотикам, а также возможность расширения количества ре-

зистентных штаммов в результате горизонтального переноса генов, как это может быть 

в случае с генами TEM-116, BcI и BcII, требует постоянного мониторинга микробиоты 

МКС с целью предупреждения потенциальных рисков для здоровья космонавтов.  
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СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ 

PBPs – пенициллинсвязывающие белки; 

MRSA – метициллинустойчивые штаммы Staphylococcus aureus; 

МЛУ – множественная лекарственная устойчивость;  

МИК – минимальная ингибирующая концентрация (антибиотика, антимикотика);  

МБЛ– металло-β-лактамаза;  

EUCAST– European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Европейский коми-

тет по тестированию на чувствительность к противомикробным препаратам;  

CLSI–The Clinicaland Laboratory Standards Institute, институт клинических и лабораторных 

стандартов;  

NASA –The National Aeronautics and Space Administration. Национальное управление по 

аэронавтике и исследованию космического пространства;  

ESA– European Space Agency. Европейское космическое агентство. 

ISS MORD – International Space Station Medical Operations Requirements Document; 

BSI –blood stream infections, инфекции системы кровообращения; 

NHEJ– non-homologous endjoining, негомологичное соединение концов при репарации 

ДНК; 

HAIS– superbugsand hospital-acquiredinfections, внутрибольничные инфекции, вызванные 

супербактериями; 

ВБИ – внутрибольничные инфекции (госпитальные, нозокомиальные);  

МРО – мультирезистентный организм, организм, устойчивый ко многим антибиотикам; 

BRHM– bacteria with reduced or halted metabolism, бактерии со сниженным или останов-

ленным метаболизмом;  
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