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ИЗУЧЕНИЕ ЗАКОНОМЕРНОСТЕЙ ФОРМИРОВАНИЯ УСТОЙЧИВОСТИ 
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Россия

Изучены молекулярно-генетические механизмы формирования устойчивости к антисептику триклозану у штамма 
Staphylococcus aureus ATCC25923. Получены варианты штамма S. aureus ATCC25923 (Tr1, Tr2, Tr1C и Tr2C), устой-
чивые к 64 мг/л триклозана, стабильно сохраняющие данное свойство при культивировании в отсутствие селектив-
ного давления. Штамм S. aureus Tr1 характеризовался несколько замедленным ростом, а штамм S. aureus Tr2 имел 
скорость роста, сопоставимую с исходным штаммом. В триклозан-устойчивых штаммах выявлена мутация C284T 
в гене fabI, приводящая к аминокислотной замене A95V в ферменте еноил-ацил редуктазе FabI, мишени триклозана. 
Кроме того, в этих штаммах обнаружены стабильно наследующиеся мутации в генах, ассоциированных с транс-
портом веществ в клетке: гипотетического транспортного белка HlyC/CorC family transporter, белка-антипортера 
ионов Na+, K+, Li+ и щелочей Na+ /H+ antiporter subunit F, мембранного гипотетического белка и АТФ-связывающего 
белка ATP-binding protein. Показано, что устойчивость к триклозану у стафилококков ассоциирована с приобрете-
нием точечных мутаций в генах эноил-ацил редуктазы, а также в других генах, связанных с транспортом веществ в 
бактериальной клетке.
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The article presents the results of studying molecular genetic mechanisms of development of resistance to antiseptic Triclosan in 
strain Staphylococcus aureus АТСС25923. The modifications of strain S. aureus АТСС25923 (Tr1, Tr2, Tr1С и Tr2С) are obtained 
resistant to 64 mg/l of Triclosan and stably preserving the given characteristic under cultivation in absence of selective pressure. 
The strain S. aureus Tr1was characterized by slightly delayed growth and the strain S. aureus Tr2 was characterized by growth 
velocity comparable with initial strain. In the Triclosan-resistant strains a mutation C284T in gene fabI was detected resulting in 
amino-acid replacement A95V in enzyme enoyl-acyl protein reductase FabI, triclosan target.  Besides, in these strains a stably 
inheriting mutation was detected in genes associated with transport of substances in cell: hypothetical transport protein HlyC/
CorC family transporter, protein-transporter of ions of Na+, K+, Li+ and alkali of Na+/H+ antiporter subunit F, membrane 
hypothetical protein and ATP-binding protein. It is demonstrated that resistance to triclosan in staphylococci is associated with 
acquirement of point mutations in genes of enoyl-acyl protein reductase and also in other genes related to transport of substances 
in bacterial cell.
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Введение. Устойчивость микроорганизмов к антибак-
териальным препаратам — антибиотикам, антисептикам 
и дезинфектантам — серьёзная проблема современной 
медицины [1]. Устойчивые к антисептикам и дезинфек-
тантам бактерии выделяются от пациентов лечебных 
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учреждений и из объектов госпитальной среды [2, 3]. 
Повсеместно отмечают снижение эффективности анти-
бактериальных препаратов по отношению к современ-
ным госпитальным штаммам бактерий [4, 5]. Описано 
явление перекрестной резистентности бактериальных 
патогенов к антибиотикам, антисептикам и дезинфек-
тантам [6, 7]. Одна из причин нарастающей резистент-
ности к антибактериальным препаратам — неадекватное 
использование антибактериальных препаратов, в том 
числе в сублетальных концентрациях, когда устойчивые 
линии получают преимущество над чувствительными и 
вытесняют их из популяции [8, 9].

Одним из широко применяемых в клинической 
практике антисептиков является триклозан, препарат, 
имеющий химическую структуру замещенного дифе-
нилового эфира. Этот антисептик активен преимуще-
ственно в отношении грамположительных бактерий, 
что связано с подавлением синтеза бактериальных жир-
ных кислот в результате образования комплекса молекул 
триклозана с nad+-зависимым ферментом еноил-ацил 
редуктазой. Молекулярная мишень триклозана в клет-
ках Staphylococcus aureus — консервативный фермент 
эноил-ацил-протеин редуктаза (fabi), катализирующий 
завершающий этап синтеза длинноцепочечных жирных 
кислот, кодируемый геном fabI. Показано, что резистент-
ность S. aureus к триклозану обусловлена мутациями в 
гене fabI [10]. Накопление таких мутаций может проис-
ходить в присутствии субингибирующих концентраций 
триклозана [11]. Эти исследования подтверждают веро-
ятность распространения резистентности к триклозану 
в связи с его широким использованием [4].

Цель работы — изучение молекулярно-генетических 
механизмов устойчивости к триклозану на модели 
референс-штамма S. aureus aTcc25913.

Материал и методы. Штамм S. aureus aTcc25923 
получен из Государственной коллекции патогенных 
микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск». Для культивиро-
вания бактерий использовали питательные среды nutri-
ent broth, nutrient agar (himedia, Индия) и «ГРМ» (Обо-
ленск, Россия). Культивирование проводили в течение 
18—20 ч при температуре 37°c.

В работе применяли препарат irgasan (sigma-aldrich 
chemie, Германия), содержащий действующее вещество 
триклозан с 97% степени очистки.

Селекцию устойчивых к триклозану вариантов 
штамма S. aureus aTcc 25923 осуществляли путём по-
следовательных пересевов бактериальной культуры в 
питательном бульоне, содержащем ступенчато повы-
шающиеся (с 0,13 до 64 мг/л) концентрации триклоза-
на, в течение 40 дней. Стабильность наследования при-
обретённой устойчивости к триклозану у полученных 
вариантов штамма S. aureus aTcc 2592 определяли с 
помощью культивирования на питательном агаре, не со-
держащем триклозана, в течение 26 мес.

Чувствительность к антисептику триклозану у ис-
ходного штамма и штаммов, полученных в результате 
селективного отбора, определяли методом серийных 
разведений в бульоне1.

Для выявления параметров роста (бактериального 
фитнеса) изучаемых штаммов 100 мкл суспензии суточ-

ной бактериальной культуры (~1,5 • 103 КОЕ/мл) засева-
ли газоном на чашку Петри с питательной средой ГРМ 
(Оболенск, Россия), культивировали в течение 10—14 
ч при температуре 37°c. Измеряли диаметр 10 изоли-
рованных колоний, видимых невооружённым глазом, 
повторяя каждое измерение 8 раз с интервалом време-
ни 1—1,5 ч, с помощью микроскопа ЛОМО МИКМЕД 
Д-2 (ЛОМО, ОАО СПб, Россия). Расчёт математических 
показателей GT (мин) — времени одной генерации, KD 
(мм/ч) — скорости линейного роста диаметра колоний, 
t1mm, (ч) — времени достижения колониями диаметра 1 
мм проводили по упрощённой модели роста диаметра 
колоний одноклеточных микроорганизмов [12].

Выделяли бактериальную ДНК cTab-методом [13], 
ее количество определяли спектрофотометрически на 
приборе uV-1700 (Zhimadzu, Япония) при длине волны 
260 нм.

Для амплификации фрагмента гена fabI S. au-
reus использовали специфичные олигонуклеотидные 
праймеры: fabi-f 5’-ggccacaaacagaacgt-3’ и fabi-r 5’-
gttcaccaactgggtgac-3’ [10]. Амплификацию проводили в 
термоциклере dna engine dyad (bio-rad, США) при 
следующем режиме: начальная денатурация при 95°c — 
4 мин, затем 25 циклов, включающих денатурацию при 
95°c — 30 с, отжиг — 30 с и элонгацию при температуре 
72°c — 80 с, в реакционной смеси, содержащей буфер 
для ПЦР с 15 мМ mgcl2 (Termo fisher scientific, Европа), 
по 200 мкМ daTp, dcTp, dgTp и duTp, 10 пмоль каждого 
праймера, 2,5 ед. Taq-полимеразы и 10 нг ДНК. Наличие 
ПЦР-продукта детектировали с помощью электрофоре-
за в 1% агарозном геле (amersham biosciences, Велико-
британия) с последующей визуализацией ДНК окраской 
10% бромистым этидием. Очищали ПЦР-продукты с 
помощью набора реактивов dyenamic eTdye Terminator 
cycles equencing (amersham biosciences, Великобрита-
ния), согласно инструкции фирмы-изготовителя. Ампли-
фицированный фрагмент гена секвенировали, используя 
протокол для автоматического секвенатора megabase 
750 (amersham biosciences, Великобритания).

Полногеномное секвенирование штаммов S. aureus 
осуществляли в системе ion Torrent pgm (life Technolo-
gies, США). Геномные библиотеки готовили с помощью 
набора реагентов ion plus fragment library Kit (lifeTech-
nologies, США). Секвенировали ДНК с использованием 
генетического анализатора ionTorrentpgm, набора реа-
гентов ion pgm 400 sequencing Kit и чипа для секвени-
рования ion 318 chip KiT (lifeTechnologies, США).

Биоинформационный анализ секвенированных по-
следовательностей ДНК проводили с помощью программ 
Vector nTi9 (invitrogen, США), chromas (Technelyzium 
ply ltd, Австралия) и веб-ресурса blasT (http://blast.ncbi.
nlm.nih.gov/blast.cgi). Полученные в результате полноге-
номного секвенирования данные собирали с помощью 
ассемблера newbler 2.9, биоинформационный анализ 
осуществляли с применением программ Vector nTi10 
(invitrogen, США), mauve (http://darlinglab.org/mauve/
mauve.html), lasergene 11 (dnasTar, США) и веб-
ресурса blasT (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/blast.cgi).

Штаммы бактерий, депонированные в Государствен-
ной коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-
Оболенск»: S. aureus Tr1 (b-7890), S. aureus Tr2 (b-7891), 
S. aureus Tr1c (b-7921) и S. aureus Tr2c (b-7922).

Нуклеотидные последовательности ДНК, размещён-
ные в международной базе данных genbank: Kp100446.1 
и Kp100447.1

1МУ 4.2.1890—0.4 Определение чувствительности микроорганиз-
мов к антибактериальным препаратам: методические указания.  М.; 
2004.
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Результаты. В результате селективного отбора кле-
ток штамма S. aureus aTcc 25923 в условиях ступенча-
то возрастающих концентраций триклозана в течение 40 
сут (13 пассажей) были получены две субкультуры — S. 
aureus Tr1 и Tr2, которые были устойчивы к триклозану 
с минимальной подавляющей концентрацией (МПК) 64 
мг/л, что в 128 раз выше аналогичного показателя ис-
ходной культуры. Интересно отметить, что динамика 
формирования двух триклозан-устойчивых штаммов от-
личалась — у штамма S. aureus Tr1 устойчивость сфор-
мировалась в интервале между 2-м и 8-м пассажами, а 
у штамма S. aureus Tr2 — между 3-м и 6-м пассажами 
(рис. 1).

Показано, что приобретённая устойчивость к три-
клозану стабильно наследовалась у обоих штаммов: 
при пересевах на плотной питательной среде, не содер-
жащей триклозана, в течение 26 мес штаммы S. aureus 
Tr1 и Tr2 сохраняли устойчивость к триклозану на преж-
нем уровне (МПК = 64 мг/л). Полученные в результате 
культивирования без селективного давления триклозана 
штаммы обозначены S. aureus Tr1c и Tr2c.

Параметры роста (бактериальный фитнес) рези-
стентных к триклозану вариантов штамма S. aureus 
aTcc25923 —Tr1, Tr2, Tr1c и Tr2c сравнивали по трем 
показателям: время одной генерации (GT), скорость ли-
нейного роста диаметра колоний (KD) и время достиже-
ния колониями диаметра 1 мм (t1mm). Интересно, что, по 
сравнению с исходным штаммом S. aureus aTcc25923 
триклозан-устойчивый штамм S. aureus Tr1 отличался 

несколько замедленным ростом (увеличены показате-
ли GT и t1mm,), а триклозан-устойчивый штамм S. aureus 
Tr2 имел скорость роста, сопоставимую с исходным 
штаммом (см. таблицу). Характерные параметры роста 
триклозан-устойчивых штаммов стабильно наследо-
вались при длительном культивировании в отсутствие 
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Рис. 1. Формирование устойчивости штамма S. aureus aTcc25923 к триклозану в жидкой питательной среде.

Рис. 2. Электрофореграмма ПЦР-продуктов гена fabI.
m — маркёр молекулярных масс ДНК o'generuler 1 kb dna ladder 
(250, 500, 750, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 5000, 6000, 8000, 
10000 п.н.) (Thermo scientific, Россия); 1 — S. aureus aTcc25923; 2 —  
S. aureus Tr1; 3 — s. aureus Tr2; 4 — отрицательный контроль (h2o).

Параметры роста изучаемых штаммов S. aureus

Штамм GT, мин KD, мм/ч t1mm, ч
S. aureus aTcc 625923 29 ± 2 0,10 ± 0,01 15 ± 2
S. aureus Tr1 34 ± 1 0,06 ± 0,02 23 ± 2
S. aureus Tr1С 35 ± 2 0,06 ± 0,02 23 ± 2
S. aureus Tr2 30 ± 1 0,10 ± 0,01 17 ± 2
S. aureus Tr2С 29 ± 1 0,09 ± 0,01 16 ± 1

П р и м е ч а н и е . GT — время одной генерации, KD — скорость 
линейного роста диаметра колоний, t1mm — время достижения коло-
ниями диаметра 1 мм.
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селективного давления: штамм S. aureus Tr1c сохранил 
параметры роста, характерные для штамма S. aureus Tr1, 
а штамм S. aureus Tr2c — для штамма S. aureus Tr2 (см. 
таблицу).

С целью изучения молекулярного механизма ре-
зистентности к триклозану у мутантных штаммов S. 
aureus Tr1 и Tr2 проведён анализ первичной структуры 
гена, кодирующего еноил-ацил редуктазу fabi, которая, 
как известно из опубликованных ранее литературных 
данных, является мишенью действия триклозана [10]. 
С помощью специфичных праймеров амплифицирова-
ны фрагменты гена fabI размером 1358 п.н. из мутант-
ных штаммов и исходного штамма S. aureus aTcc25923 
(рис. 2). Секвенирование амплифицированных фрагмен-
тов гена fabI и биоинформационный анализ последова-
тельностей ДНК показали, что в штаммах S. aureus Tr1 
и Tr2 присутствуют идентичные нуклеотидные замены 
c284T, по сравнению с аналогичной последовательно-
стью исходного штамма S. aureus aTcc25923, приво-
дящие к аминокислотной замене a95V в продукте гена 
(рис. 3). Данная мутация описана ранее в исследовании, 
посвящённом изучению механизмов резистентности к 
триклозану при мультиступенчатой и одноступенчатой 
in vitro селекции штаммов S. aureus в присутствии три-
клозана [14]. В работе ciusa m.l. и соавт. (2012) наличие 
аминокислотной замены a95V приводило к повышению 
МПК с 0,12 мг/л у исходного до 4—8 мг/л у мутантного 
штамма (в 67 раз). В нашем исследовании чувствитель-
ность к триклозану у триклозан-устойчивых штаммов 
увеличилась с 0,5 до 64 мг/л (в 128 раз).

Полногеномное секвенирование 4-х триклозан-
устойчивых вариантов и исходного штамма S. aureus 
aTcc25923 подтвердило наличие точечной нуклеотид-
ной замены c284T в гене fabI. Кроме того, в штамме S. 
aureus Tr1 дополнительно выявлены две неописанные 
ранее в научной литературе мутации: 1) мутация g491a 

в гене гипотетического транспортного белка hlyc/
corc family transporter, которая приводит к амино-
кислотной замене аргинина на гистидин r164h; 
2) мутация c137T в гене белка-антипортера na+ /
H+ antiporter subunit f, связанного с устойчивостью 
к высоким концентрациям ионов na+, K+, li+ и ще-
лочам, приводящая к аминокислотной замене ме-
тионина на изолейцин m46i. В штамме S. aureus 
Tr2, помимо мутации c284T, идентифицированы 
ещё две неописанные ранее мутации: 1) мутация 
a545g в гене мембранного гипотетического белка, 
приводящая к аминокислотной замене изолейцина 
на валин — i82V, и 2) мутация g857T в гене АТФ-
связывающего белка aTp-binding protein, которая 
влечёт образование стоп-кодона вместо трипле-
та, кодирующего глутаминовую кислоту — e861. 
Интересно, что мутация c284T в гене еноил-ацил 
редуктазы, а также описанные дополнительные 
мутации в генах гипотетического транспортного 
белка (g491a), белка-антипортера (c137T), мем-
бранного белка (a545g) и АТФ-связывающего 
белка (g857T) стабильно наследовались при куль-
тивировании бактерий в отсутствие селективно-
го давления триклозана (рис. 4). Все описанные 
мутации локализованы в генах, ассоциированных 
с транспортом веществ в клетке. Это ещё раз под-
тверждает важность транспортной функции бак-
териальной клетки при формировании устойчиво-
сти к триклозану.

Обсуждение. Проведённое исследование проде-
монстрировало возможность селекции устойчивых к 

Рис. 3. Выравнивание нуклеотидных последовательностей гена fabI 
(а) и аминокислотных последовательностей белка FabI (б) штаммов 
S. aureus aTcc25923 (1), S. aureus Tr1 (2) и S. aureus Tr2 (3).

Рис. 4. Нуклеотидные и аминокислотные замены, выявлен-
ные в триклозан-устойчивых штаммах, в сравнении с исхо-
дным штаммом S. aureus aTcc25923.
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триклозану вариантов S. aureus при культивировании в 
присутствии субингибиторных концентраций данного 
антисептика. Настораживает тот факт, что триклозан-
устойчивые штаммы стафилококков формируются 
относительно быстро — в течение 40 сут культивиро-
вания, или 13 пассажей, а также что уровень приобре-
таемой устойчивости достаточно высок — в 128 раз от 
исходного уровня. Молекулярный механизм устойчи-
вости штаммов S. aureus к триклозану был ассоцииро-
ван с приобретением точечных мутаций в ряде генов, 
описанных ранее в литературе (fabI), и новых, ранее 
не описанных (связанных с мембранным транспортом 
бактериальной клетки). Полногеномное секвенирование 
триклозан-устойчивых штаммов S. aureus Tr1, Tr2, Tr1c 
и Tr2c позволило выявить различия в наборах мутаций 
у двух линий штаммов: в штамме S. aureus Tr1 были 
выявлены стабильно наследуемые мутации в генах ги-
потетического транспортного белка hlyc/corc family 
transporter и белка-антипортера na+ /h+ antiporter subunit 
f, а в штамме S. aureus Tr2 — мутаций в генах мембран-
ного гипотетического белка и АТФ-связывающего белка 
aTp-binding protein.

Полученные данные представляют теоретический 
интерес — с точки зрения понимания молекулярных 
механизмов эволюции бактерий, устойчивых к антибак-
териальным препаратам, а также имеют практическое 
значение для клиницистов и эпидемиологов — для вы-
бора адекватных режимов применения антисептиков и 
оценки эффективности препаратов биоцидов.
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