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Введение. Патогенные Escherichia coli являются значительной угрозой здоровью человека. Передача этого патогена осуществляется в том числе 
через объекты водной среды, окружающие человека.
Цель исследования – оценка наличия патогенных E. coli в поверхностных и сточных водах. Изоляты из скважин, сточных вод, вод бассейнов и по-
верхностных водных источников сравнивали с изолятами из кала здоровых людей и людей с воспалительными заболеваниями кишечника.
Материалы и методы. Для выявления генетических детерминант потенциальной вирулентности использовали метод ПЦР. Признаками патоген-
ности были выбраны 19 вирулентных генетических детерминант: 11 токсинов, 5 адгезинов и инвазинов и 2 патогенных серотипа. ПЦР-детекцию 
генов антибиотикорезистентности карбапенемаз и детекцию патотипов E. coli проводили с помощью коммерческих наборов «Амплисенс» согласно 
протоколу производителя. Проанализировано 47 изолятов E. coli, выделенных из водных объектов окружающей среды (ВООС), 44 изолята из кала 
практически здоровых людей, 43 изолята из кала больных воспалительными заболеваниями кишечника (ВЗК).
Результаты. В целом выявлено сходство группы ВООС и группы, выделенной от здоровых людей. В этих группах выявили 2 типа патогенных детер-
минанант – токсины CNF1, CNF2 и инвазин einv. Значительно отличаются от этих групп изоляты группы ВЗК. Только в этой группе детекти-
рованы регулятор адгезии aggR, инвазивный плазмидный антиген ipaH, гемолизин hly и ген антибиотикоустойчивости NDM. Ген CNF1 выявлялся 
среди ВЗК достоверно чаще, чем в других группах. Единственный выявленный патотип E. coli, энтероаггрегационный, присутствовал исключитель-
но среди изолятов этой группы.
Ограничения исследования. В рамках данного исследования не удалось сравнить между собой различные объекты внешней среды (поверхностные воды 
и сточные, объекты очистных сооружений и т. д.) по патогенному бактериальному потенциалу в силу недостаточной представленности каждого 
типа таких объектов в анализируемой выборке. Это будет предметом наших дальнейших исследований.
Заключение. Патогенный потенциал изолятов E. coli из водных источников близок к таковому у изолятов из кала здоровых людей.
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Introduction. Pathogenic Escherichia coli presents a real threat to human health. One of the ways of transmission of these isolates is via environmental water 
sources. Therefore, evaluation of pathogenic potential of E. coli population in water is of great interest. 
Purpose of the study was to compare E. coli isolates from wells, sewers, water pools and surface waters with two control groups – “non-pathogenic” isolates from 
feces of healthy people and “potentially pathogenic” from feces of people with inflammatory bowel diseases (IBD). 
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Materials and methods. PCR-assay was used to detect potential virulence genes. 19 E. coli virulence genes were analyzed: 11 toxins, 5 adhesion and invasion 
proteins and 2 diarrhogenic serotypes. The PCR identification of carbapenemase genes and various E. coli pathotypes was performed with the commercial 
“Amplisense” kits according to the manufacturer’s instruction. The assay was performed on 47 E. coli isolates from water environmental sources (WES), 44 isolates 
from feces of “practically healthy” people, 43 isolates from feces from IBD patients. 
Results. Isolates from WES were found to be similar to the group of isolates from healthy people. Only 2 types of virulence E. coli were detected in these groups – 
toxins CNF1 and 2 and invasin einv. IBD group of isolates demonstrated striking difference from the others. Only IBD isolates demonstrated such genes as adhesion 
regulator aggR, invasive antigen ipaH, hemolysin hly and antibiotic resistance gene NDM. CNF1 gene was found in IBD group significantly more often, than in two 
other groups. The only pathotype detected in the samples analyzed, enteroaggregative, was limited to the IBD group, too. 
Limitations. To compare the pathogenetic potential of E. coli from human feces and environment, 134 isolates were tested for 19 pathogenic genetic determinants, 
which is a representative selection. Within the analysis, we were unable to compare bacterial pathogenic potential from various environmental sources (surface 
waters and sewage, treatment facilities etc.) due to the uneven representation of these objects in the selection. It will be the subject of our future studies.
Conclusion. Pathogenic potential of E. coli isolates from environmental water sources was close to that from healthy human feces.
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Введение
Escherichia coli классифицируется как палочковидная 

грамотрицательная бактерия в семействе Enterobacteriaceae. 
Бактерия в основном обитает в нижних отделах кишечника 
теплокровных животных, включая людей, и часто попада-
ет в окружающую среду через фекалии или сточные воды, 
где считается индикатором недавнего фекального загряз-
нения (согласно МУ 2.1.4.1184-03 и МУК 4.2.1884-041,2).  
В то же время некоторые штаммы E. coli сами выступают 
как патогенные, вызывающие множество различных за-
болеваний человека, в результате чего ежегодно умирают 
миллионы людей [1]. Есть сообщения об обнаружении в 
поверхностных водах таких патотипов кишечной палочки, 
как энтерогеморрагические (EHEC, в том числе диарроген-
ные серотипы (например, O157:H7 [2]), энтеротоксиген-
ные (ETEC) [3], энтеропатогенные (EPEC) [4, 5], энтеро-
аггрегирующие (EAEC) [6] и шига-токсин-продуцирующие 
(STEC, в почвенных водах) [7].

Фактором патогенности микробов, вызывающим всё 
большую озабоченность, является их устойчивость и муль-
тиустойчивость к антибиотикам – продукция карбапенемаз, 
бета-лактамаз, оксациллиназ и др. Из стран с различным 
климатом и отличающейся практикой оборота антибиоти-
ков и медицинских отходов сообщается о выделении анти-
биотикоустойчивых E. coli из разных водных источников. 
Среди них, например, поверхностные воды (более 60% изо-
лятов, Швеция [8]; 11% образцов, Швейцария [9]; 0,06% изо-

лятов, Великобритания; 2,5% образцов, Южная Корея [10]), 
питьевая вода (до 6% источников, Ливан [11]), ирригацион-
ные воды (17%, Эквадор [12]), сточные воды больниц (Испа-
ния) [13] и т. д. Показательно сообщение [14] об отсутствии 
Нью-Дели бета-лактамаз в образцах из Великобритании при 
наличии их в 4% образцов питьевой воды и в 30% образцов 
поверхностных вод в Индии.

Дополнительная опасность нахождения патогенных 
E. coli в окружающей среде заключается в том, что вода, по-
чва и очистные сооружения считаются бактериальными 
генетическими реакторами, в которых может происходить 
активный генетический обмен между различными бактери-
ями [15]. Насчёт активности жизненных процессов E. coli 
во внешней среде существуют разные мнения – как за [16], 
так и против [17]. Но для других представителей семейства  
Enterobacteriaceae, например Klebsiella, однозначно показаны, с 
одной стороны, активное размножение во внешней среде [18], 
а с другой – возможность передачи мобильных элементов ге-
нома к E. coli путём горизонтального переноса [19]. При этом 
именно в мобильных элементах генома (плазмидах, транспо-
зонах и т. д.) содержатся гены устойчивости к лекарствам и 
патогенные детерминанты, повышающие способность бакте-
рии колонизовать кишечник хозяина [20].

На основании вышеизложенного произведено иссле-
дование вирулентного потенциала штаммов E. coli, об-
наруженных во внешней среде (в том числе в сточных и 
поверхностных водах), выделенных от здоровых лиц и от 
больных с воспалительными заболеваниями кишечника (в 
частности, с язвенным колитом). Полученные результаты 
могут представлять не только научный интерес, но и прак-
тическую значимость для клиницистов и врачей-эпиде-
миологов, поскольку роль окружающей среды для штам-
мов E. coli в отношении распространения устойчивости к 
антибиотикам и вирулентности в естественной среде в на-
стоящее время недостаточно изучена и требует уточнения 
в будущем.

1 МУ 2.1.4.1184-03 «Методические указания по внедрению и 
применению санитарно-эпидемиологических правил и нормативов 
СанПиН 2.1.4.1116-02 "Питьевая вода. Гигиенические требования к 
качеству воды, расфасованной в ёмкости. Контроль качества"».

2 МУК 4.2.1884-04 «Санитарно-микробиологический и сани-
тарно-паразитологический анализ воды поверхностных водных 
объектов».
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тетических олигонуклеотидов (табл. 1) и реактивов набора 
для ПЦР с Taq-полимеразой (PK114, Евроген) согласно 
протоколу производителя.

Анализ проводили, используя предложенные в литерату-
ре наборы олигонуклеотидов, объединённые в мультиплекс-
ные наборы для одновременной детекции нескольких генов.

Мультиплексный анализ № 1 на гены VT1, VT2, VT2e, 
eaeA, CNF1, CNF2, eagg, einv, LTI, STI, STII проводили при 
следующих условиях реакции: 5 циклов (плюс 95 ○C, время 
30 с; плюс 72 ○C, время 1 мин), 20 циклов (плюс 95 ○C, время 
30 с; плюс 63 ○C, время 30 с; плюс 72 ○C, время 30 с), затем 
5 мин инкубации при плюс 72 ºC [21].

Мультиплексный анализ № 2 на гены stx1, stx2, hlyA, серо-
тип O157, O11 проводили при следующих условиях реакции: 
35 циклов (1 мин при температуре плюс 95 ○C; 2 мин при тем-
пературе плюс 65 ○C (в течение 10 циклов, затем температура 
снижается до плюс 60 ○C к 15-му циклу), затем 1,5 мин при 
температуре плюс 72 ○C (стадия элонгации удлиняется до 
2,5 мин с 25-го цикла по 35-й) [22].

Мультиплексный анализ № 3 на гены aggR и ipaH про-
водили следующим образом: 30 циклов (температура плюс 
95 ○C в течение 1 мин; плюс 52 ○C в течение 1 мин; плюс 72 ○C 
в течение 1 мин), плюс 72 ○C в течение 10 мин [23].

Мультиплексный анализ № 4 на наличие предположи-
тельно патогенных генов, характерных для Klebsiella pneu-
monieae (entB, ybtS, iutA, kfu, mrkD, magA, rmpA, k2, alls),  
использовал следующую программу: 15 мин при температуре 
плюс 95 ○С, 30 циклов (плюс 95 ○С, время 30 с; плюс 60 ○С, 
время 90 с; плюс 72 ○С, время 60 с), финальная стадия элон-
гации – температура плюс 72 ○С, время 10 мин [24].

Мультиплексный анализ № 5 на гены chuA, ybtS и TSPE4.
C2 для определения филогрупп E. coli, как предложено [25], 
проводили следующим образом: 5 мин при температуре  
плюс 94 ○C; 30 циклов (30 с при температуре плюс 94 ○C; 
30 с при температуре плюс 55 ○C; 30 с при температуре  
плюс 72 ○C) и финальная достройка при температуре  
плюс 72 ○C в течение 7 мин.

Продукты реакций детектировали методом электрофо-
реза в 1,2%-м агарозном геле на буфере TBE (трис-борат-
ЭДТА) с окрашиванием бромистым этидием. Детекцию про-
изводили с помощью системы гель-документации BioRad 
Gel Doc XR+ (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Анализ на наличие генов резистентности к антибио-
тикам проводили с использованием коммерческих набо-
ров «АмплиСенс® MDR MBL-FL» (гены IMP, NDM, VIM), 
«АмплиСенс® MDR KPC/OXA-48-FL» (гены KPC, OXA-48) 
производства ЦНИИЭ Роспотребнадзора в соответствии с 
инструкцией производителя.

Скрининг в группах изолятов на наличие определенных 
диарогенных патотипов E. coli (EPEC, ETEC, EIEC, EHEC, 
EAgEC) проводили с использованием набора «АмплиСенс® 
Эшерихиозы-FL» («АмплиСенс®») производства ЦНИИЭ 
Роспотребнадзора согласно инструкции производителя.

Детекцию флуоресцентных продуктов реакции коммер-
ческих наборов проводили при помощи Bio-Rad Real-Tima 
PCR CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc.).

Статистический анализ. Анализ статистической досто-
верности различий представленности патогенных детер-
минант между группами изолятов проводили с помощью 
программного обеспечения Statistica (Statsoft, Dell) методом 
критерия согласия Пирсона (χ2) [26].

Результаты
Анализ наличия вирулентных генов, характерных для 

E. coli. При анализе 134 изолятов E. coli на наличие 19 пато-
генных генетических детерминант обнаружено всего 6 генов 
(CNF1, CNF2, einv, hlyA, aggR, ipaH). В наших выборках от-
сутствовали гены, продуцирующие энтеротоксины, такие 
как VT1, VT2, VT2e, LTI, STI, STII, stx1, stx2. Также нами  
не найдены провоцирующие диарею серотипы O157 и O11  
и ген интимина eaeA.

Материалы и методы
Изоляты и пациенты. Изоляты E. coli выделены культу-

ральным методом на плотных дифференциальных средах 
(Эндо (HiMedia), Агар BСР (Conda), Chromocult Coliform 
Agar (Merk)) из человеческого кала и образцов сточных и по-
верхностных вод. Видовую идентификацию изолятов прово-
дили методом матрично-активированной лазерной десорб-
ции/ионизации с времяпролётной масс-спектрометрией 
(MALDI-TOF MS) на анализаторе Microflex MALDI-TOF MS 
(Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) с использованием базы 
бактериальных белковых спектров и программного обеспе-
чения MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) 
согласно протоколу производителя.

Образцы кала получены из ФГБУ «ГНЦК им. А.Н. Ры-
жих» Минздрава России. Забор и исследование био-
логического материала от людей одобрены Локальным 
независимым этическим комитетом (протокол № 98А 
заседания Локального независимого этического комите-
та ФГБУ «ГНЦК им. А.Н. Рыжих» Минздрава России от 
16.07.2018 г.).

Критериями включения для группы практически здо-
ровых людей являлись: возраст старше 18 лет, отсутствие 
жалоб на проблемы, связанные с желудочно-кишечным 
трактом, нормальный стул, отсутствие антибиотико-
терапии в течение последних трёх месяцев. Критерии 
включения в группу пациентов с воспалительными забо-
леваниями кишечника (ВЗК): возраст старше 18 лет, диа-
гностированное гастроэнтерологом ВЗК (язвенный колит 
или болезнь Крона), отсутствие антибиотикотерапии в 
течение последних трёх месяцев. Все пациенты дали пись-
менное информированное согласие на сбор материала и 
проведение исследования.

Образцы воды из водных объектов окружающей среды 
(ВООС) отбирали на территории г. Москвы и Московской 
области. Образцы сточных вод отбирали внутри станций 
аэрации (Курьяновской, Зеленоградской, Люберецкой, По-
дольской) на разных стадиях очистки в рамках выполнения 
Государственного контракта № 0195100000219000284_315749 
в октябре – ноябре 2018 г. и ноябре 2019 г. Отбор проб про-
водили в соответствии с ГОСТ 31942-2012 «Вода. Отбор проб 
для микробиологического анализа», пробы воды исследова-
ли методами, указанными в МУ 4.2.1884-04 «Санитарно-ми-
кробиологический и санитарно-паразитологический анализ 
воды поверхностных водных объектов».

Все выделенные изоляты хранились в рабочей коллек-
ции ФГБУ «ЦСП» ФМБА в среде для длительного хранения 
живых бактериальных клеток в условиях низких температур 
(патент на изобретение № 2019128097 от 06.09.2019 г.) при 
температуре минус 70 ○С.

В данной работе исследованы 47 изолятов E. coli, выде-
ленных из ВООС (скважин, сточных вод, вод бассейнов и из 
поверхностных водных источников), 44 изолята, выделен-
ные из кала практически здоровых людей, 43 штамма – из 
кала больных воспалительными заболеваниями кишечника 
(ВЗК). Изоляты проанализированы методом ПЦР на нали-
чие потенциальных генов вирулентности, патогенности и 
резистентности.

Выделение ДНК. Изоляты, полученные из единичной 
колонии, после видовой идентификации методом MALDI-
TOF MS рассевали на плотной среде штрихом. Культивиро-
ванные при 37 ○С в течение 12–16 ч бактериальные клетки 
собирали шпателем с поверхности среды, промывали сте-
рильным физраствором, собирали центрифугированием, 
ресуспендировали в стерильном физрастворе и лизировали 
15-минутным прогреванием при 70 ○С. Клеточный дебрис 
осаждали центрифугированием в течение 10 мин при 3500 g, 
а надосадочную жидкость, содержащую бактериальную 
ДНК, использовали для постановки ПЦР.

ПЦР-анализ. ПЦР-анализ производили на приборах 
Bio-Rad Thermal Cycler T100 и Bio-Rad Real-Tima PCR 
CFX96 (Bio-Rad Laboratories, Inc.) с использованием син-
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Т а б л и ц а  1  /  T a b l e  1
Используемые в работе последовательности для синтетических олигонуклеотидов
Specific oligonucleotides sequences used in PCR assay

Ген 
Gene

Функция 
Function

Название и последовательность олигонуклеотидов 
Oligonucleotide name and sequence

Источник, год 
Reference, year

Адгезия и инвазия / Adhesion and invasion

aggR Регулятор адгезии 
Adhesion regulator

AggRkas2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC 
AggRks1 GTATACACAAAAGAAGGAAGC

Toma и соавт. (Toma et al.),  
2003

ipaH Инвазивный плазмидный антиген 
Invasive plasmid antigene

IpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 
IpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC

Toma и соавт. (Toma et al.),  
2003

eaeA Интимин (адгезия) 
Intimin adhesion

eaeA-f TGAGCGGCTGGCATGAGTCATAC 
eaeA-r TCGATCCCCATCGTCACCAGAGG

Pass и соавт. (Pass et al.), 2000

eagg Энтероаггрегация 
Enteroaggregation

Eagg-f AGACTCTGGCGAAAGACTGTATC 
Eagg-r ATGGCTGTCTGTAATAGATGAGAAC

Pass и соавт. (Pass et al.), 2000

Einv Инвазия 
Invasion 

Einv-f TGGAAAAACTCAGTGCCTCTGCGG 
Einv-r TTCTGATGCCTGATGGACCAGGAG

Pass и соавт. (Pass et al.), 2000

Токсины / Toxins

VT1, 
VT2, 
VT2e

Веротоксин тип 1,2,2е 
Verotoxin type 1,2,2e

VT1-f ACGTTACAGCGTGTTGCRGGGATC
VT1-r TTGCCACAGACTGCGTCAGTRAGG
VT2-f TGTGGCTGGGTTCGTTAATACGGC
VT2-r TCCGTTGTCATGGAAACCGTTGTC
VT2e-f CCAGAATGTCAGATAACTGGCGAC
VT2e-r GCTGAGCACTTTGTAACAATGGCTG

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

CNF1, 
CNF2

Токсин, влияет на актиновый 
цитоскелет хозяина, адгезия
Toxin influencing host cytoskeleton, adhesion

CNF1-f GGCGACAAATGCAGTATTGCTTGG  
CNF1-r GACGTTGGTTGCGGTAATTTTGGG  
CNF2-f GTGAGGCTCAACGAGATTATGCACTG  
CNF2-r CCACGCTTCTTCTTCAGTTGTTCCTC

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

LTI Термолабильный энтеротоксин, 
подобен холерному токсину  
по структуре и функциям 
Thermolabile enterotoxin similar to cholera toxin

LTI-f TGGATTCATCATGCACCACAAGG 
LTI-r CCATTTCTCTTTTGCCTGCCATC

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

STI, 
STII

Термостабильный энтеротоксин  
тип 1,2 
Thermostable

STI-f TTTCCCCTCTTTTAGTCAGTCAACTG  
STI-r GGCAGGATTACAACAAAGTTCACAG  
STII-f CCCCCTCTCTTTTGCACTTCTTTCC  
STII-r TGCTCCAGCAGTACCATCTCTAACCC

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

stx1, stx2 Шига токсины 
Shiga-toxin

stx1F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 
stx1R AGAACGCCCACTGAGATCATC
stx2F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC  
stx2R TCGCCAGTTATCTGACATTCTG

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

hlyA Гемолизин
Hemolysin

hlyAF GCATCATCAAGCGTACGTTCC  
hlyAR AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

Патотипы, патогенные серотипы / Pathotype, pathogenic serotypes

O157, 
O11

Патогенный серотип 
Pathogenic serotype

O111F TAGAGAAATTATCAAGTTAGTTCC  
O111R ATAGTTATGAACATCTTGTTTAGC  
O157F CGGACATCCATGTGATATGG  
O157R TTGCCTATGTACAGCTAATCC

Paton и соавт. (Paton et al.),  
1998

Потенциально патогенные гены Klebsiella pneumoniae / Potentially pathogenic genes of Klebsiella pneumonia

entB Сидерофоры 
Siderophores

entB_for GTCAACTGGGCCTTTGAGCCGTC 
entB_rev TATGGGCGTAAACGCCGGTGAT

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

ybtS Сидерофоры 
Siderophores

ybtS_for GACGGAAACAGCACGGTAAA  
ybtS_rev GAGCATAATAAGGCGAAAGA

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

iutA Сидерофоры 
Siderophores

iutA_for GGGAAAGGCTTCTCTGCCAT  
iutA_rev TTATTCGCCACCACGCTCTT

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

kfu Транспорт железа 
Iron transporter

kfu_for GGCCTTTGTCCAGAGCTACG  
kfu_rev GGGTCTGGCGCAGAGTATGC

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

mrkD Адгезин 3-го типа 
Adhesin 3 type

mrkD_for AAGCTATCGCTGTACTTCCGG CA  
mrkD_rev GGCGTTGGCGCTCAGATAGG

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

magA Гипермукоидный фенотип 
Hypermucoid phenotype

magA_for GGTGCTCTTTACATCATTGC 
magA_rev GCAATGGCCATTTGCGTTAG

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

rmpA Гипермукоидный фенотип 
Hypermucoid phenotype

rmpA_for CATAAGAGTATTGGTTGACAG  
rmpA_rev CTTGCATGAGCCATCTTTCA

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

k2 K2 серотип капсулы 
K2 serotype

K2_for CAACCATGGTGGTCGATTAG  
K2_rev TGGTAGCCATATCCCTTTGG

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014

allS Метаболизм аллантоина 
Allantoine metabolism

allS_for CATTACGCACCTTTGTCAGC 
allS_rev GAATGTGTCGGCGATCAGCTT

Compain и соавт. (Compain et al.), 
2014
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Результаты исследования представлены на рис. 1 и в 
табл. 2. Изоляты, выделенные из ВООС, статистически 
(p > 0,05) оказались неразличимы с изолятами, выделенны-
ми из кишечной микробиоты практически здоровых людей. 
В этих группах выявили два типа патогенных детерминанант: 
CNF1 и CNF2, а также einv. Значительно отличались от этих 
групп изоляты группы ВЗК. Только в ней был детектирован 
регулятор адгезии (aggR) (20%), инвазивный плазмидный 
антиген (ipaH) (2,9%) и гемолизин (hly) (8,6%). Ген CNF1 вы-
являли в группе ВЗК чаще, чем в других группах.

ПЦР-скрининг имеющейся выборки для выявления па-
тотипов E. coli показал наличие только EAgEC (энтероаггре-
гационных) генетических признаков и только в группе изо-
лятов от лиц с ВЗК (22,9%) (см. рис. 1).

Таким образом, группа изолятов от больных ВЗК выделя-
ется тем, что в ней статистически достоверно чаще встреча-
ются гены CNF1, hly, aggR и признаки патотипа EAgEC (см. 
табл. 2). К тому же в этой группе в отличие от двух других 
процент изолятов с патогенными детерминантами выше, 
чем без таковых: 60 и 40% соответственно.

Анализ наличия вирулентных генов, характерных для 
Klebsiella. При сравнительном анализе распределения и 
выявления потенциальных факторов патогенности, харак-
терных для Klebsiella (рис. 2, табл. 3), в изученных выборках 
обнаружены все исследуемые гены, за исключением гена 
К2 (капсульного серотипа), остальные варианты встре-
чались с разной частотой и статической значимостью. 
В группе лиц с ВЗК по сравнению с другими группами до-
стоверно чаще выявляли ген mrkD, отвечающий за адгезию 
ген iutA (захват и транспорт железа, рецептор аэробакти-
на). Эта разница оказалась статистически значимой и со-
ставила p < 0,01 для обоих генов, что вновь подчёркивает 
обособленность данной группы. Также обращает на себя 
внимание высокое содержание гена ybts во всех изученных 
выборках (70–93%). Вероятно, наличие сидерофора ybts  
не является патогенным признаком, но принципиально 
для выживания E. coli.

Антибиотикорезистентность. Нами проведён анализ 
наличия генов металло-β-лактамаз (IMP, VIM, NDM) и 
β-лактамаз, ингибируемых клавулановой кислотой (KPC), и 
оксациллиназ расширенного спектра (OXA-48) с использо-
ванием коммерческого набора. В группе здоровых доноров 
и изолятах E. coli гены антибиотикоустойчивости не выяв-
лены, в группе больных ВЗК 35% изолятов содержали ген 
NDM, причём была обнаружена ассоциация гена EAgEC с 

Рис. 1. Процентное содержание патогенных генетических детерми-
нант в группах изолятов E. coli различного происхождения.

Fig. 1. Percentage content of virulent genes in E. coli isolates from various 
sources: «1» – isolates from feces of healthy people.
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Isolates from feces of healthy people

Изоляты из кала больных ВЗК
Isolates from feces of patients with inflammatory bowel diseases (IBD)

Изоляты из водных объектов окружающей среды
Isolates from environmental water sources
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Рис. 2. Процентное содержание патогенных генетических детерми-
нант, характерных для Klebsiella, в группах изолятов E. coli различ-
ного происхождения.

Fig. 2. Percentage content of Klebsiella virulence genes in E. coli isolates 
from various sources: «1» – isolates from feces of healthy people.

Т а б л и ц а  2  /  T a b l e  2
Анализ достоверности различий между изучаемыми группами 
изолятов по представленности патогенных детерминант
Analysis of the significance of differences between the studied groups  
of isolates in terms of the presence of pathogenic determinants

Ген 
Gene

χ2 Уровень значимости, р 
Significance level, р

CNF1 7.3 0.025 < 0.05
CNF2 1.8 0.407 > 0.05 

hly 6.1 0.049 < 0.05
einv 0.32 0.852 > 0.05
aggR 14.6 < 0.001 < 0.01
IpaH 1.9 0.37 > 0.05

EAgEC 16.8 < 0.001 < 0.01
NDM 31.1 < 0.001 < 0.01

Т а б л и ц а  3  /  T a b l e  3
Анализ достоверности различий между изучаемыми группами 
изолятов по представленности патогенных детерминант, 
характерных для Klebsiella
Analysis of the significance of differences between the studied groups 
of isolates in terms of the presence of pathogenic determinants 
characteristic of Klebsiella

Ген
Gene

χ2 Уровень значимости, р 
Significance level, р

Ybts 5.6 0.06 < 0.05
mrkD 10.9 0.005 < 0.01

kfu 2.5 0.286 > 0.05
magA 3.06 2.4 > 0.05
rmpA 3.7 0.16 > 0.05

K2 – – –
Alls 2.9 0.29 > 0.05
iutA 22.3 < 0.001 < 0.01
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геном NDM (рис. 3). Всего выявлено 15 позитивных по NDM 
изолятов. Все 8 изолятов с наличием генетических детерми-
нант EAgEC содержали ген NDM (3 из них также являются 
единственными, где был обнаружен hly). Таким образом, 
E. coli от больных ВЗК несут плазмиды с геном бета-лакта-
мазы расширенного спектра, что не может не настораживать.

Филогенетика различных групп изолятов. Определение 
филогрупп методом [25] выявило превалирование группы А 
в имеющейся коллекции образцов (66%), группы В2 и D 
представлены почти поровну (35 и 27% соответственно), 
группа В1 – незначительно (4%) (рис. 4, а).
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Рис. 3. Процентное содержание генов антибиотикорезистентности  
в группах изолятов E. coli различного происхождения.

Fig. 3. Percentage content of antibiotic resistance genes in E. coli isolates 
from vrious sources: «1» – isolates from feces of healthy people.

Изоляты из кала здоровых и больных ВЗК людей практи-
чески идентичны по составу филогрупп (примерно по одной 
трети составляют филогруппы А, В2 и D и менее 1% – группа 
В1). Напротив, в изолятах из ВООС превалирует филогруп-
па А (80%).

Вирулентные гены различно представлены в разных фи-
логруппах (рис. 4, б). Так, CNF1 и CNF2 почти исключитель-
но встречаются в филогруппе В2, ген IpaH – в филогруппах А 
и D. Ген einv, патотип EAgEC и ген антибиотикоустойчиво-
сти NDM обнаруживаются во всех филогруппах, aggR – преи-
мущественно в А (56%), но также и в В2 и D. Среди изолятов 
без вирулентных генов по сравнению «патогенными» изо-
лятами вдвое больше E. coli с филогруппой А и вдвое мень-
ше – с филогруппой В2. С учётом вышеизложенного, а также 
того обстоятельства, что в группе А обнаружен наименьший 
процент изолятов с вирулентными генами (рис. 4, г), может 
сложиться впечатление, что группа А наименее патогенна, а 
группа В2 наиболее патогенна. Стоит, однако, принимать во 
внимание, что в группе А представлены шесть патогенных 
детерминант, а в группе D – семь, и два изолята с признака-
ми патотипа EagEC относятся к этой группе.

Условно патогенные гены, характерные для клебсиелл, 
выявляются в изученной выборке гораздо чаще, чем пато-
генные детерминанты собственно E. coli. Следует отметить, 
что видовая идентичность изолятов подтверждена системой 
MALDI Biotyper (Bruker Daltonics GmbH & Co. KG) с высо-
ким сроком достоверности. Ген Ybts выявляется во всех фи-
логруппах пропорционально их представленности в выборке 
(рис. 5). Гены MrkD и kfu демонстрируют почти такую же 
картину. Ген iutA также есть во всех филогруппах, но мень-
ше в филогруппе А (22%) и больше в филогруппе В2 (49%). 
Сходная представленность у гена alls. Ген magA есть только в 
филогруппе А, а ген rmpA ещё и в филогруппе D.

Рис. 4. Филогруппы E. coli и их ассоциация с вирулентными генами E. coli: а – распределение филогрупп по источникам изолятов; б – распреде-
ление филогрупп по изолятам, имеющим вирулентные гены; в – распределение вирулентных генов по филогруппам; г – процент вирулентности 
в филогруппах.

Fig. 4. Phylogroups of E. coli and virulence. а – phylogroups of isolates from various sources; б – phylogroups of isolates with certain virulent genes; 
в – virulent genes in phylogroups; г – percentage of isolates with virulent genes per phylogroup. 
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лятов E. coli, но достаточно эффективно выявляет бактерии с 
наибольшим патогенным потенциалом.

В филогенетической части нашего исследования под-
твердились следующие наблюдения: филогруппа А более 
характерна для внешней среды, а филогруппа В2 преимуще-
ственно представлена в кишечнике, при этом логично, что 
патогенный потенциал филогруппы В2 несколько больше 
[29]. Однако в филогруппе А довольно часто встречаются 
изоляты, обогащённые патогенными детерминантами, а в 
филогруппе В2 – без этих признаков. В связи с этим типи-
рование по крупным филогруппам представляет только ис-
следовательский, а не диагностический интерес.

Тот факт, что гены устойчивости к антибиотикам не вы-
явлены нами нигде, кроме кала больных ВЗК, даже в сточ-
ных водах, может свидетельствовать об одном из двух: либо о 
недостаточном размере нашей выборки (один изолят соста-
вил бы 2% от её объема, если же содержание патогенов ниже, 
мы его не выявим), либо о том (второй вариант), что анти-
биотикоустойчивость не даёт существенных преимуществ 
по выживанию во внешней среде или в кишечнике здоровых 
лиц. Наконец, что было бы наиболее предпочтительным, об 
эффективности мероприятий по обращению с антибиотика-
ми и очистке воды. В случае подтверждения этих результатов 
на более широкой выборке можно с осторожностью предпо-
ложить, что мультирезистентные штаммы передаются боль-
ным не такими путями, как обычные бактериальные изо-
ляты. Возможно, это происходит в специфических местах, 
например, в медицинских учреждениях.

Несколько неожиданным оказался высокий процент вы-
явления в нашей выборке изолятов E. coli вирулентных ге-
нов, обычно описываемых как вирулентные гены клебсиелл 
(более чем у 90% изолятов есть такие гены). Это могло быть 
ожидаемо для генов, широко встречающихся у E. coli (осо-
бенно уропатогенных): ybts в составе патогенного острова, 
alls в составе оперона, плазмидные iutA и mrkD [30]. Дей-
ствительно, эти гены встречаются наиболее часто. Есть и 
гены, имеющие гомологии в E. coli, в том числе непатоген-
ных (адгезин magA [31]). Особенный интерес представляет 
случай kfU, выявленный у 20 изолятов, – упоминания о его 
выявления у E. coli нам не удалось обнаружить в литерату-
ре. В дальнейшей работе мы предполагаем развить эту тему 
с использованием полногеномного секвенирования с це-
лью выявления механизмов межвидового переноса генов, 
возможно, в составе крупных мобильных элементов генома 
(учитывая, что 14% изученной выборки содержит более трёх 
вирулентных генов, характерных для клебсиелл).

Ограничения настоящего исследования позволяют при-
менить полученные выводы исследования к регионам, ана-
логичным Москве и Московской области по климатической 
зоне, степени урбанизированности и заселённости, а также 
обладающих сходным уровнем проведения водоочистных 
мероприятий. Размер сравниваемых групп составлял 43–47 
изолятов, что ограничивало возможность детектируемой 
частоты встречаемости признака (4%): столько составляет 
один изолят от группы.

Заключение
В целом можно заключить, что патогенный потенциал 

E. coli, выделенных из водных объектов окружающей среды 
(включая очистные сооружения), сходен с таковым у изоля-
тов из кала здоровых людей в отличие от изолятов от пациен-
тов с воспалительными заболеваниями кишечника. Вместе с 
тем во всех группах изолятов выявлены признаки активного 
межвидового обмена генетическим материалом, что требует 
дальнейшего изучения.

Рис. 5. Филогруппы E. coli и их ассоциация с вирулентными генами 
Klebsiella: а – распределение филогрупп по изолятам, имеющим 
вирулентные гены Klebsiella; б – распределение вирулентных генов 
Klebsiella по филогруппам.

Fig. 5. E. coli phylogroups and their association with Klebsiella virulent 
genes. a – distribution of phylogroups in isolates with certain Klebsiella 
virulent genes; б – distribution of Klebsiella virulent genes among 
phylogroups.
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Обсуждение
Обращает на себя внимание факт обнаружения цитоне-

кротического фактора (1 и 2) в изолятах от здоровых лиц и из 
воды. Однако можно предположить, что здесь он проявляет-
ся скорее не как токсин, а как агент адгезии (показано [27]). 
Это наблюдение особенно интересно, поскольку механизмы 
действия CNF1 в человеке разнообразны и не вполне ясны 
до сих пор [28]. За инвазию также отвечает ген einv, выявля-
емый в изолятах от здоровых людей и из воды практически с 
той же частотой, как и у ВЗК-группы.

Группа изолятов от ВЗК ожидаемо демонстрирует обо-
гащённость патогенными детерминантами: гемолизином и 
агентами адгезии и инвазии (hly, aggR, ipaH), а также анти-
биотикоустойчивостью. Выявляемый с помощью коммерче-
ского набора патотип энтероаггрегативных E. coli сочетается 
в основном с антибиотикоустойчивостью (NDM) (на 100%), 
в меньшей степени – с гемолизином (на 37,5%) либо с ге-
нами, участвующими в адгезии и инвазии (на 50%). Можно 
предположить, что набор «АмплиСенс® Эшерихиозы-FL» 
хотя и не охватывает всех потенциально аггрегирующих изо-
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