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Резюме

В последнее десятилетие возросла этиологическая роль бактерий рода Enterococcus. Известно, что тяжесть си-
стемных заболеваний обуславливает наличие гена gelE, кодирующий синтез желатиназы. Установлено, что штам-
мы E. faecalis, продуцирующие данный фермент, более вирулентны.
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В работе проанализированы фенотипические особенности и генетическое разнообразие желатиназной 
активности у клинических изолятов Enterococcus faecalis, выделенных в дальневосточном регионе России. 
Отмечена фенотипическая и генетическая вариабельность желатиназной активности среди клинически 
значимых E. faecalis. Ген gelE, детектировался у 74,5±6,1 % E. faecalis, выделенных в Приморском и Хабаровском 
краях. Однако in vitro разжижение желатины наблюдалось только у 30,2±7,1 % изучаемых энтерококков. 
Выявлено большое количество E. faecalis с «молчащим» геном gelE, что требует дальнейшего изучения.

Ключевые слова: Enterococcus faecalis, gelE, желатиназная активность.
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Summary

The etiological role of the genus Enterococcus has increased in the last decade. It is known that the severity of systemic 
diseases is associated with gelatinase activity encoded by gelE gene. It has been revealed that gelatinase-producing E. fae-
calis are more virulent.

In the present study the phenotypic features and genetic diversity of gelatinase activity of E. faecalis clinical isolates in 
the Far East of Russia were analyzed. It has been described that clinically relevant E. faecalis have phenotypic and genetic 
variability of gelatinase activity. Presence of gelE gene was detected in 74,5±6,1 % of E. faecalis. However, in vitro liquefac-
tion of gelatin was observed only in 30,2±7,1 % of studied enterococci.

A large number of E. faecalis with a «silent» gelE gene has been identifi ed. It requires further study.
Key words: Enterococcus faecalis, gelE, gelatinase activity.

В последнее десятилетие возросла этиологическая 
роль бактерий рода Enterococcus [10, 13]. Колонизиру-
ясь на слизистых оболочках полости рта, кишечника, 
коже, периуретральной области, обладая особой троп-
ностью к почечной ткани, они могут вызывать эндо-
кардит, инфекции кожи и мягких тканей, мочеполовой 
системы, остеомиелит, катетер-ассоциированные ин-
фекции и др. [5, 6, 11, 12, 13]. 

В настоящее время идентифицированы разнообраз-
ные факторы вирулентности энтерококков, наиболее 
важными из которых являются гемолизин (Cyl), жела-
тиназа (GelE), энтерококковый поверхностный белок 
(Esp), субстанция агрегации (As), адгезин коллагена 
(Ace), сериновая протеаза (SprE) и т. д. [1, 5, 7, 8, 13].

Желатиназа (цинк-зависимая металлопротеиназа), 
опосредуемая геном gelE, ответственна за гидролиз 
гемоглобина, желатина, коллагена и других белков 
[1]. Известно, что экспрессия гена gelE обусловлива-
ет тяжесть системных заболеваний, способствует об-
разованию биопленок и очищает поверхность клеток 
от мутантных белков [1, 5, 11, 13]. Установлено, что 
штаммы E. faecalis, продуцирующие данный фермент, 
более вирулентны [5]. В тоже время роль гена gelE 
E.faecalis до конца не выяснена.

Цель исследования – оценить фенотипическое и ге-
нетическое разнообразие желатиназной активности у 
клинически значимых E. faecalis, выделенных в Даль-
невосточном регионе России.

Материалы и методы
В работе исследованы Е. faecalis (n=51), изоли-

рованные из клинического материала – мочи (n=40), 
цервикального канала (n=2), уретры (n=1), секрета 
простаты (n=2), мокроты (n=2), бронхоальвеолярного 
лаважа (n=1), хирургической раны (n=3) – пациентов 
в Приморском и Хабаровском краях. В качестве рефе-
ренс-штамма использовали E. faecalis NCTC 12697.

Биологические свойства энтерококков изучали 
классическим бактериологическим методом. Жела-
тиназную активность определяли с использованием 
коммерческого набора Микро-ЖЕЛАТИНАЗА-НИЦФ 
(Санкт-Петербург, Россия), ферментацию молока – на 
среде Эйкмана. 

Бактериальную ДНК энтерококков выделяли 
кипячением (Т. Маниатис, 1984). Детекцию гена 
gelE у E. faecalis проводили с помощью полиме-
разной цепной реакции (ПЦР), применяя систе-
му праймеров – 5’ACCCCGTATCATTGGTTT3’ и 
5’ACGCATTGCTTTTCCATC3’ (размер продукта 
419 п.н.) (Soares R.O., et al., 2014), синтезированную 
компанией «Евроген» (Россия). Реакционная смесь 

(20 мкл) включала 10х Taq buff er (2 мкл), 25 mM 
MgCl2 (1,6 мкл), дезоксирибонуклеозидтрифосфаты 
(0,8 мкл), специфические праймеры (по 0,4 мкл), Tag 
DNA – полимеразу (0,8 мкл) (Евроген, Россия), бакте-
риальный лизат (1 мкл).

ПЦР проводили на амплификаторе TProfessional 
96 (Biometra, Германия) по протоколу: 1 цикл – 94 °С, 
5 мин.; далее 30 циклов в режимах 94 °С – 45 с; 
56°С – 1 мин.; 72 °С – 1 мин.; финальное удлинение 
72 °С – 3 мин.

Продукты амплификации анализировали в 1 % ага-
розном геле, содержащим 1 мкг/мл бромистого этидия, 
в ультрафиолетовом свете с помощью Bio Doc Analyze 
(Biometra, Германия).

Статистический анализ результатов проводили с 
использованием пакета программ Statistica 10. Сред-
ние значения в группах сравнивали при помощи од-
нофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) и 
t-критерия Стьюдента. Корелляционый анализ прово-
дили с использованием коэффициента ранговой корре-
ляции Спирмена.
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Результаты и обсуждение
В исследованиях проведенными нами ранее были 

изучены фенотипические проявления биологических 
свойств фекальных энтерококков, выделенных из 
клинического материала, оценены особенности про-
теолитической активности Е. faecalis [3]. Установ-
лено, что более половины исследуемых энтерокок-
ков (53,5±7,6 %) показали in vitro протеолитическую 
активность. При этом ферментировали и молоко и 
желатину 30,2±7,1 % исследуемых культур, только 
молоко – 23,3±6,4 % Е. faecalis. Энтерококков, обла-
дающих только желатиназной активностью, в исследу-
емой коллекции не было.

В связи с выявленной фенотипической неоднород-
ностью протеолитической активности Е. faecalis мы 
обратились к молекулярно-генетическим методам ис-
следования. С помощью ПЦР был проведен анализ эн-
терококков на наличие гена gelE, кодирующего синтез 
желатиназы.

Ген gelE, детектировался у 74,5±6,1 % E. faecalis, 
выделенных в Приморском и Хабаровском краях (та-
блица). Однако in vitro разжижение желатины наблю-
далось только у трети изучаемых культур (рисунок). 
Такое не соответствие фенотипического проявления 
желатиназной активности с наличием гена gelE у эн-
терококков также отмечалось в других независимых 
исследованиях [2, 4, 7, 8, 9, 11]. Например, в работах 
Saff ari F. (2017) и Strzelecki Y. (2011) ген gelE выяв-
лялся у 72 % и 91 % энтерококков, тогда как желати-
назная активность обнаружена только у 34 % и 53 % 
культур соответственно [7, 11]. В исследовании Sem-
edo T. (2003) при оценке энтерококков, выделенных 
из клинического материала и пищевых продуктов, ген 
gelE был «молчащим» у большинства исследованных 
штаммов, однако желатиназная активность регистри-
ровалась преимущественно у клинических изолятов 
[8]. Многие ученые связывают такие особенности с 
отсутствием экспрессии гена и/или мутацией в gelE 
или в регуляторных генах fsrA, fsrB, fsrD, fsrC, активи-
рующих синтез желатиназы [7, 11].

Методом корреляционного анализа была выявлена 
достоверная положительная связь между наличием 
гена gelE и желатиназной активностью у исследован-

ных энтерококков, выделенных в дальневосточном ре-
гионе России (rp=0,40; p=0,01). В тоже время в литера-
туре есть сведения об отсутствии прямой зависимости 
между этими признаками [1]. Тем не менее, установ-
ленная в данной работе связь показывает необходи-
мость определять желатиназную активность in vitro 
для оценки клинической значимости штаммов энте-
рококков, и согласуется с исследованиями Мироненко 
Л.Г. и соавт. (2013) [4]. Полученные нами результаты 
открывают перспективу дальнейших исследований в 
этом направлении.

Рис. Наличие гена gelE и желатиназной активности у Е. faecalis

Примечание. М – маркер молекулярного веса (GeneRuler 1kb 
DNA Ladder, Thermo Scientifi c, США); 1-21 – клинические штаммы 
Е. faecalis, 5 – Е. faecium, к – отрицательный контроль.

Таблица
Наличие протеолитической активности и гена gelE 

у культур энтерококков, 
выделенных в Приморском и Хабаровском краях

Место 
выделе-

ния куль-
туры

Кол-во 
исследо-
ванных 
культур 

Ферментация
Кол-во 

исследо-
ванных 
культур 

Наличие 
гена gelEжелатины молока

абс. 
(Р±mр, %)

абс. 
(Р±mр, %)

абс. 
(Р±mр, %)

При-
морский 
край

36 9 
(25,0±7,2)

19 
(52,8±8,3) 44 32 

(72,7±6,7)

Хаба-
ровский 
край

7 4 4 7 6

Всего 43 13 
(30,2±7,1)

23 
(53,5±7,6) 51 38 

(74,5±6,1)

Выводы
1. Более половины (52,8±8,3 %) E. faecalis, выде-

ленных из клинического материала на Дальнем Восто-
ке России, обладают протеолитической активностью, 
при этом in vitro разжижение желатины встречалось у 
30,2±7,1 % исследованных энтерококков.

2. Отмечена фенотипическая и генетическая вари-
абельность желатиназной активности среди клиниче-
ски значимых E. faecalis, выделенных в Дальневосточ-
ном регионе России.

3. Выявлено большое количество (30,2±7,1 %) 
E. faecalis с «молчащим» геном gelE. 
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