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Бактерии рода Enterococcus относятся к 
группе потенциально-патогенных микроорга-
низмов [25] и выступают в роли этиологиче-
ского фактора инфекционно-воспалительных 
заболеваний животных [15], [18], [21]. Способ-
ность вызывать инфекционный процесс связана 
с наличием у энтерококков набора факторов па-
тогенности: поверхностных белков, участвую-
щих в процессах адгезии и инвазии [17], цито-
лизина [12], ферментов агрессии (протеаза [7], 
желатиназа [14], гиалуронидаза [5]).

С другой стороны, энтерококки, являясь 
представителями мутуалистической микро-
биоты кишечника млекопитающих и птиц [16], 
принимают участие в элиминации патогенных 
бактерий и обеспечивают колонизационную ре-
зистентность слизистых оболочек [2]. Как пред-
ставителям нормобиоты энтерококкам также 
необходимы адгезины и бактериоцины, в том 
числе цитолизин. 

В настоящее время клиническое значение 
бактерий рода Enterococcus существенно воз-
росло, что актуализирует проблему диффе-
ренциации представителей мутуалистической 
микробиоты и этиологически значимых штам-
мов. Однако, до настоящего времени биологи-
ческие свойства энтерококков – возбудителей 
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инфекционно-воспалительных заболеваний и 
резидентов кишечной микробиоты животных 
остаются мало изученными, что и предопреде-
лило цель настоящего исследования – изучить 
биопрофили бактерий рода Enterococcus, вы-
деленных от животных в норме и при пато-
логии, и выявить наиболее информативные 
характеристики, позволяющие дифференци-
ровать вирулентные и авирулентные штаммы 
энтерококков.

Материалы и методы
В работе изучено 85 штаммов энтерококков, 

из них – 42 изолята видов Enterococcus faecium, 
E. hirae, E. durans, E. faecalis, E. flavescens, 
E. casselifl avus, выделенные из фекалий кли-
нически здоровых продуктивных животных, 
сформировали первую группу. 

Во вторую группу были отнесены штам-
мы E. faecalis, E. faecium, E. casseliflavus, 
E. fl avescens, E. hirae, E. avium, E. durans, изо-
лированные от животных с инфекционно-
воспалительными заболеваниями (15 штам-
мов – из экскрета половых органов самок при 
эндометритах, 2 – из секрета молочных желёз 
при маститах, 26 – из гнойного экссудата при 
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абсцессах мягких тканей и отитах) – всего 43 
культуры.

Определение антилизоцимной (АЛА) и 
антикарнозиновой (АКрА) активностей эн-
терококков осуществляли фотометрическим 
методом по О.В. Бухарину с соавт. [4], [3]. За 
высокий уровень АКрА принимали значения 
признака более 2 мг/мл; за средний – от 1 до 2 
мг/мл, за низкий – менее 1 мг/мл.

Образование биоплёнок бактериями оце-
нивали по степени связывания ими кристалли-
ческого фиолетового в лунках стерильного 96-
луночного полистиролового планшета [19].

Факторы вирулентности: гемолитическую 
и желатиназную активности культур Entero-
coccus sрp. изучали по методам М.О. Биргера 
(1982) [8]. Активность протеаз (ПА) определя-
ли биуретовым методом по убыли альбумина 
после инкубации с исследуемыми культурами 
микроорганизмов [6].

Генетические детерминанты факторов 
вирулентности: цитолизины – cylA, cylB, 
cylM, желатиназа – gelE, сериновая протеа-
за – sprE, гиалуронидаза – hyl, поверхностные 
белки, участвующие в адгезии – asa, белки-
иммуносупрессоры – esp определяли с помо-
щью полимеразной цепной реакции (ПЦР) [13], 
[22], [23].

Полученные в ходе исследований числен-
ные данные были статистически обработаны 
[1].

Результаты и обсуждение
На первом этапе исследований был оха-

рактеризован персистентный потенциал энте-
рококков. Установлено, что способностью де-
градировать лизоцим обладали 100% культур в 
обеих группах, однако уровень выраженности 
изучаемого показателя характеризовался меж-
видовой вариабельностью. 

Так, средние значения антилизоцимного 
признака у подавляющего числа фекальных 
культур были значимо ниже, чем у клиниче-
ски значимых штаммов энтерококков, соста-
вив для Е. faecalis – 1,2±0,22 против 1,6±0,03 
мкг/мл (р<0,001); для E. faecium 1,6±0,02 про-
тив 1,7±0,001 мкг/мл; для E. durans –1,6±0,02 
против 1,9±0,11 мкг/мл (р<0,001); для Е. cas-
selifl avus – 1,3±0,09 против 1,7±0,001 мкг/мл 
(р<0,001). Исключением явились культуры Е. 

fl avescens: значения антилизоцимного призна-
ка у клинических изолятов данного вида были 
недостоверно ниже, чем у фекальных штаммов 
(1,3±0,02 и 1,5±0,15 мкг/мл, соответственно). 
Выраженность АЛА у изолятов E. hirae не за-
висела от источника выделения и составила в 
среднем 1,6±0,02 мкг/мл.

В целом, средние значения антилизоцимно-
го признака были значимо выше у энтерокок-
ков, выделенных из клинического материала 
(1,6±0,02 мкг/мл, (р<0,05)), чем у бактерий это-
го рода, изолированных из кишечного биотопа 
животных (1,5±0,04 мкг/мл).

Определённый вклад в длительное пережи-
вание бактерий в макроорганизме вносит анти-
карнозиновая активность. Нами установлено, 
что способностью деградировать карнозин об-
ладали все фекальные и клинические изоляты 
Enterococcus sрp. 

Максимальные значения АКрА были вы-
явлены у клинических изолятов E. faecium – 
2,4±0,18 мг/мл, E. casselifl avus – 2,4±0,01 мг/мл, 
E. hirae – 2,3±0,12 мг/мл и фекальных культур 
Е. faecalis – 2,2±0,31 мг/мл, E. durans –2,6±0,13 
мг/мл. Высокий и средний уровни антикарно-
зинового признака чаще встречались у кли-
нически значимых культур энтерококков, чем 
у симбиотических изолятов Enterococcus sрp., 
выделенных из кишечного биотопа сельскохо-
зяйственных животных. 

Следует отметить, что выраженность изу-
чаемого признака у энтерококков – резидентов 
кишечной микробиоты животных (1,8±0,02 мг/
мл) была достоверно ниже, чем у клинических 
изолятов (2,1±0,02 мг/мл, (р<0,001)). 

Способность образовывать биоплёнки на 
абиотической поверхности была характерна 
для 69,8±3,5% этиологически значимых куль-
тур энтерококков, и только для 3,1±1,36% фе-
кальных изолятов (р<0,001), при равных сред-
них значениях признака: 1,3±0,02 и 1,3±0,04, 
соответственно. Биоплёнкообразование было 
обнаружено у 66,7±6,08% культур энтерокок-
ков, выделенных из экскрета половых органов 
самок (коэффициент биоплёнкообразования 
(КБ) 1,2±0,07) и у 77±4,13% штаммов, изоли-
рованных из гнойного экссудата  (КБ 1,3±0,06). 
Энтерококки, выделенные из секрета молочных 
желез, не обладали рассматриваемым фактором 
персистенции. 

Характеристика биопрофилей бактерий рода Enterococcus...Кочкина Е.Е. и др.
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Комплексный подход к изучению вирулент-
ного потенциала энтерококков, включающий 
как микробиологическую, так и генетическую 
характеристику представителей данного рода, 
позволил выявить, что 11,6±2,44% клинических 
изолятов продуцировали желатиназу. Все штам-
мы, обладающие данным протеолитическим 
ферментом, принадлежали к виду E. faecalis. 
Желатиназная активность у фекальных культур 
энтерококков не обнаружена. 

ПЦР с лизатами фекальных и клинических 
изолятов энтерококков позволила выявить ген, 
кодирующий синтез желатиназы (gelE), только 
у клинически значимых культур E. faecalis, в 
41,9±3,76% случаев (рис. 1). 

Количественная оценка протеолитиче-
ской активности фекальных и клинических 
изолятов Enterococcus spp. показала, что 100% 
штаммов обеих групп обладали анализируе-
мым свойством. Более высокими значениями 
ПА характеризовались фекальные изоляты 
энтерококков – 0,52±0,028мг·мл/мин по срав-
нению с клиническими (0,23±0,011мг·мл/мин, 
(р<0,001)). Ген sprE, обусловливающий протео-
литическую активность, выявлен у 48,8±3,81% 
клинически значимых культур E. faecalis и не 
зарегистрирован у энтерококков – резидентов 
кишечной микробиоты животных.

Генетическая детерминанта, кодирующая 
синтез гиалуронидазы, у энтерококков, выде-
ленных из клинического материала и фекалий 
животных, не обнаружена.

Анализ цитолитической активности бак-
терий показал, что способность разрушать 
эритроциты была характерна для 18,6±2,97% 

этиологически значимых культур E. faecalis. 
Штаммы Enterococcus spp., выделенные из ки-
шечного биотопа, гемолитической активностью 
не обладали.

В популяции клинических изолятов энте-
рококков комплекс генов, кодирующих синтез 
цитолизина, обнаружен у штаммов E. faecalis, 
выделенных из экскрета половых органов самок 
и гнойного экссудата. Гены сylB и сylM, ответ-
ственные за транспорт и посттрансляционную 
модификацию цитолизина, и сylLl – структурная 
субъединица цитолизина, обнаружены в геноме 
37,2±3,69% культур. Реже, в 30,2±3,50% слу-
чаев, встречалась генетическая детерминанта 
сylA, обеспечивающая активацию цитолизи-
на. У восьми штаммов E. faecalis (4,7±1,61%), 
выделенных от животных с инфекционно-
воспалительными заболеваниями, обнаружен 
ген сylLs. Полный комплекс генов сyl-оперона 
выявлен у двух штаммов E. faecalis, изолиро-
ванных из экскрета половых органов самок при 
эндометритах.

Среди мутуалистических энтерококков фе-
кальной микробиоты животных генетические 
детерминанты, кодирующие синтез большой и 
малой субъединиц цитолизина (cylLl и cylLs), за-
регистрированы в 5,6±1,81% и 14,8±2,79% слу-
чаев, соответственно. Гены цитолизинов (cylA, 
cylB, cylM) в популяции фекальных изолятов 
энтерококков не выявлены.

Генетические детерминанты, кодирующие 
белки клеточной стенки, ответственные за укло-
нение от иммунных сил макроорганизма (esp), 
и белки-адгезины (asa), обнаружены в геноме 
44,2±3,79% и 41,9±3,76% клинически значи-

Рисунок 1 – Генетическая характеристика вирулентного потенциала энтерококков

Микробные симбиозы в экосистемах
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мых изолятов энтерококков, соответственно. У 
фекальных культур коллекции гены esp и asa 
не выявлены.

Анализ полученных данных позволил вы-
явить биологические свойства, представлен-
ные в таблице, по которым изученные группы 
штаммов существенно различались между со-
бой (табл. 1). 

Так, в геноме культур Enterococcus spp., 
выделенных из клинического материала, обна-
ружены генетические детерминанты, кодирую-
щие синтез факторов вирулентности.  Кроме 
того, этиологически значимые культуры энте-
рококков обладали факторами вирулентности 
на уровне фенотипа: гемолитической, желати-
назной активностями и изученными факторами 
персистенции (АЛА, АКрА) с более высокими 
значениями признаков, чем у фекальных изоля-
тов. Симбиотические штаммы энтерококков из 
кишечника здоровых животных характеризова-
лись высокой активностью протеаз и не облада-
ли способностью формировать биоплёнки.

Заключение
 Бактерии рода Enterococcus представляют 

особый научный и практический интерес, так 
как, с одной стороны, являются представителя-
ми мутуалистической микробиоты желудочно-
кишечного тракта млекопитающих, и, обладая 
рядом полезных свойств, активно используют-
ся в качестве компонентов биопрепаратов про-
биотической направленности. С другой сторо-

ны, энтерококки – потенциально-патогенные 
микроорганизмы, выступающие в роли этио-
логических агентов экзогенных и эндогенных 
инфекционных процессов у животных.

Двойственная природа Enterococcus spp. 
диктует необходимость поиска алгоритма для 
эффективной дифференциации патогенных 
штаммов от изолятов, входящих в состав нор-
мобиоты.

При анализе распространённости и вы-
раженности секретируемых факторов перси-
стенции было установлено, что способностью 
инактивировать такие  факторы врождённого 
иммунитета как карнозин и лизоцим обладали 
энтерококки обеих групп сравнения, причём 
значения анализируемых персистентных харак-
теристик были выше у клинических изолятов 
Enterococcus spp. Указанная закономерность 
была использована нами при разработке нового 
способа дифференциации энтерококков кишеч-
ной микробиоты животных [9].

Помимо секретируемых факторов перси-
стенции у энтерококков была обнаружена спо-
собность к биоплёнкообразованию. Данным 
свойством обладали преимущественно этио-
логически значимые изоляты Enterococcus spp. 
Поскольку разница между средними значениями 
коэффициентов биоплёнкообразования у возбу-
дителей инфекционно-воспалительных заболе-
ваний и фекальных штаммов энтерококков была 
в пределах ошибки средней арифметической, 
приходится говорить только о тенденции. 

Таблица 1 – Характеристика биопрофилей бактерий рода Enterococcus

Биологические
свойства

Enterococcus spp.

Клинические изоляты Фекальные изоляты
Распространённость, 

%
Выраженность

Распростра-
нённость, %

Выраженность

Генетические детерминанты 
вирулентности

100 – 23,8±13,47 –

Протеолитическая активность, 
мг·мл/мин

100 0,23±0,011 100 0,52±0,028

Желатиназая
активность

11,6±2,44 – 0 –

Гемолитическая
активность

18,6±2,97 – 0 –

Антилизоцимная
активность, мкг/мл

100 1,62±0,020 100 1,51±0,039

Антикарнозиновая 
активность, мг/мл

100 2,05±0,016 100 1,8±0,022

Биоплёнкообразование, усл.ед. 69,8±3,5 1,3±0,02 3,1±1,36 1,3±0,04

Характеристика биопрофилей бактерий рода Enterococcus...Кочкина Е.Е. и др.
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В ходе сравнительного анализа вирулентно-
го потенциала клинически значимых и симбио-
тических энтерококков выявлены существен-
ные различия у штаммов обеих групп. В геноме 
энтерококков – возбудителей инфекционно-
воспалительных заболеваний были широко рас-
пространены факторы патогенности на фено- и 
генотипическом уровнях. Единственные гене-
тические детерминанты вирулентности, кото-
рые удалось обнаружить у фекальных энтеро-
кокков, были гены cylLl и cylLs, кодирующие 
субъединицы литического компонента цитоли-
зина, являющегося бактериоцином. 

Если, по данным ряда авторов, для этио-
логически значимых энтерококков характерен 
богатый набор факторов патогенности [24], то 
информация о  вирулентном потенциале фекаль-
ных культур Enterococcus spp. весьма противо-
речива. Результаты исследований, полученные 
Н.Е. Щепитовой с соавт. (2014), подтверждают 
авирулентность  штаммов энтерококков – рези-
дентов кишечного биотопа сельскохозяйствен-
ных животных. В то же время согласно R. Iseppi 

et al. (2015), у 62% симбиотических изолятов 
Enterococcus spp. выявлена генетическая детер-
минанта gelE, кодирующая синтез желатиназы 
(кокколиназы). P. Poeta et al. (2006), исследовав 
геном энтерококков, выделенных из помёта 
птиц, установили, что часть штаммов облада-
ла β-гемолитической активностью и содержа-
ла гененетические детерминанты сyl-оперона 
(cylA, cylB, cylM).

Высокий уровень протеолитической актив-
ности, зарегистрированный нами у энтерокок-
ков кишечного биотопа животных, мы расце-
ниваем не как фактор патогенности, а как одну 
из важнейших характеристик молочнокислых 
микроорганизмов, обеспечивающую потреб-
ность бактерий в аминокислотах.

Таким образом, охарактеризованы биопро-
фили фекальных и клинических изолятов энте-
рококков, что позволило определить ведущие 
информативные признаки для эффективной 
дифференциации клинически значимых культур 
энтерококков от представителей нормальной 
микробиоты животных. 

04.10.2017
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