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цель. молекулярно-генетическая характеристика штаммов уропатогенных Escherichia coli, выделенных из 
мочи пациентов с инфекциями мочевыводящих путей на территории саратова, с целью определения принад-
лежности к филогенетическим группам и подгруппам и выявления генетических маркеров, ассоциированных с 
вирулентностью. материалы и методы. исследовано 102 штамма уропатогенных E. coli, выделенных из мочи 
пациентов с инфекциями мочевыводящих путей. методом пцр определяли частоту встречаемости генов (fimH, 
pap, sfa, afa, iha, irp2, iuc, iroN, hlyA, vat, usp, set-1, kpsMT, iss, cva, ompT), ассоциированных с факторами адгезии, 
утилизации железа, токсигенности, устойчивости к действию сыворотки (комплемента) и персистенции, а так-
же принадлежность к конкретным филогенетическим группам и подгруппам (путем амплификации генов chuA, 
yjaA и TspE4.C2). результаты и обсуждениe. установлено, что исследованные штаммы E. coli принадлежали к 
различным филогенетическим группам и подгруппам (A1, B1, B23, D1 и D2) и различались набором генов, коди-
рующих основные факторы вирулентности. при этом частота выявления уропатогенных E. coli, относящихся к 
подгруппе B23, оказалась превалирующей. более того, штаммы данной филогенетической подгруппы отличались 
наибольшим набором генов, кодирующих факторы вирулентности возбудителя. у всех изученных штаммов уро-
патогенных E. coli, принадлежащих к различным филогенетическим группам и подгруппам, выявлено наличие 
генов, ответственных за синтез сидерофоров (irp2, iuc, iroN), устойчивости и персистенции (ompT) и факторов 
адгезии (fimH, iha). таким образом, штаммы уропатогенных E. coli, выделенные от пациентов с инфекциями мо-
чевыводящих путей в саратове, принадлежат к различным филогенетическим группам и подгруппам и обладают 
различным набором генетических маркеров вирулентности, что может оказывать влияние на степень патогеннос-
ти возбудителя и отражаться на тяжести течения и длительности заболевания.
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Abstract. Objective of this study was the molecular genetic characteristics of uropathogenic strains of Escherichia 
coli, isolated from urine of patients with urinary tract infections in Saratov City, in order to determine the phyloge-
netic groups and subgroups to which the strains belong, and to identify the genetic markers associated with virulence. 
Materials and methods. Molecular genetic characteristics of 102 strains of uropathogenic E. coli which were isolated 
from urine of patients with urinary tract infections, was performed. PCR was used to determine the frequency of oc-
currence of genes (fimH, pap, sfa, afa, iha, irp2, iuc, iroN, hlyA, vat, usp, set-1, kpsMT, iss, cva, ompT) associated with 
factors of adhesion, iron intake, toxigenicity, resistance to action of serum (complement) and persistence, as well as 
belonging of studied strains to the specific phylogenetic groups and subgroups (by amplification of genes chuA, yjaA and 
TspE4.C2). Results and discussion. It was revealed that E. coli strains isolated from patients with urinary tract infections 
in Saratov city belonged to different phylogenetic groups and subgroups (A1, B1, B23, D1 и D2) and differed in their set 
of genes, which encode the basic virulence factors. At the same time, detection of uropathogenic E. coli which belong to 
the B23 subgroup was the most frequent. Moreover, the strains of this phylogenetic subgroup differed from others in the 
largest set of genes which encode virulence factors of the etiological agent. In all studied strains of uropathogenic E. coli 
which belong to different phylogenetic groups and subgroups the presence of genes responsible for the synthesis of si-
derophores (irp2, iuc, iroN), resistance and persistency (ompT) and adhesion factors (fimH, iha) was revealed. Therefore, 
strains of uropathogenic E. coli isolated from patients with urinary tract infections in Saratov city belong to different 
phylogenetic groups and subgroups and have a different set of genetic markers of virulence that can affect the degree of 
pathogenicity of the etiological agent, and the course of the disease.
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Escherichia coli – комменсальный микроорга-
низм, населяющий нижние отделы кишечника чело-
века и животных. однако некоторые штаммы E. coli 
могут вызывать заболевания как кишечной, так и 
внекишечной локализации. например, внекишечные 
патогенные E. coli, ExPEC (extraintestinal pathogenic 
E. coli), наиболее часто вызывают такие заболева-
ния внекишечной локализации, как инфекции моче-
выводящих путей (имп). основным этиологичес-
ким агентом имп является уропатогенная E. coli 
(упэк). при бактериологическом исследовании 
мочи у пациентов с имп данный микроорганизм 
выделяется в 50–90 % случаев [1, 2]. по данным ли-
тературы, вирулентность упэк при имп связыва-
лась с наличием у них адгезинов, систем захвата и 
утилизации ионов железа (сидерофоры), токсинов, а 
также механизмов, позволяющих противостоять им-
мунной защите макроорганизма [3, 4].

Штаммы E. coli принадлежат к четырем основ-
ным филогенетическим группам – A, B1, B2 и D. 
внутри групп а, в2 и D выделяют подгруппы – а0 
и а1, B22 и B23, D1 и D2 соответственно [5, 6]. при 
этом разделение на группы и подгруппы проводят на 
основании наличия или отсутствия в геноме возбу-
дителя генов chuA, yjaA и TspE4.C2 [5, 6]. согласно 
данным литературы [7], штаммы E. coli, вызываю-
щие заболевания кишечной локализации, обычно 
принадлежат к филогенетическим группам A, B1 и 
D, тогда как представители патотипа ExPEC, в кото-
рый включены упэк, чаще принадлежат к филоге-
нетической группе B2 и реже – к группе D.

изучение принадлежности штаммов упэк, 
циркулирующих на определенной территории, к 
конкретным филогенетическим группам и подгруп-
пам, а также изучение факторов вирулентности воз-
будителя, необходимы для лучшего понимания пато-
генеза имп и, соответственно, улучшения качества 
лечения пациентов с имп. однако на территории 
саратовской области такие исследования до сих пор 
не проводились.

цель работы – молекулярно-генетическая ха-
рактеристика штаммов уропатогенных Escherichia 
coli, выделенных из мочи пациентов с инфекциями 
мочевыводящих путей на территории саратова, для 
определения принадлежности к филогенетическим 
группам и подгруппам и выявления генетических 
маркеров, ассоциированных с вирулентностью.

материалы и методы

культуры бактерий E. coli выделяли из сред-
ней порции мочи от 102 пациентов (женщин – 

72 %, мужчин – 28 %) с имп, находящихся на 
стационарном лечении в урологических отделе-
ниях государственного учреждения здравоохране-
ния «саратовская городская клиническая больница 
№ 8» (гуз «сгкб № 8») в период 2017–2018 гг. все 
клинические штаммы упэк (102 штамма) выде-
ляли в клинико-диагностической лаборатории гуз 
«сгкб № 8» из мочи пациентов со степенью бак-
териурии ≥105 кое/мл. данное исследование одоб-
рено на заседании этической комиссии Фгбоу во 
«саратовский гму им. в.и. разумовского» (прото-
кол № 9 от 07.06.2016 г.). от всех пациентов, став-
ших объектами исследования, получено информиро-
ванное согласие.

расширенную идентификацию выделенных  
штам мов упэк проводили на базе Фкуз  
роснипчи «микроб» с использованием автомати-
ческого микробиологического анализатора VITEK 2 
Compact (Bio-Merieux, Франция) и применением 
карт VITEK 2 Gram-Negative identification card (GN). 
после идентификации, культуры E. coli хранили 
в протеозопептоне (HiMedia Laboratories Pvt. Ltd., 
индия) с 50 % глицерина при температуре -40 °с до 
начала исследования.

выделение днк осуществляли с исполь-
зованием комплекта реагентов «днк-сорб-B» 
(«интерлабсервис», россия) согласно прилагаемой 
инструкции производителя. для постановки пцр 
использовали полученные препараты днк в концен-
трации 1 нг/мкл. последовательности праймеров, 
использованных в данной работе для амплифика-
ции фрагментов генов fimH, chuA, yjaA и участка 
днк TspE4.C2, описаны ранее в работе K.W. Yan 
et al. [8], а последовательности праймеров для ам-
плификации фрагментов генов pap, sfa, afa, iha, 
irp2, iuc, iroN, hlyA, vat, usp, set-1, kpsMT, iss, cva, 
ompT – в работе H. Momtaz et al. [9]. при проведе-
нии пцр использовали 10-кратный пцр буфер б  
(зао «синтол», россия), 25 ммоль раствор днтФ 
(зао «синтол», россия), 25 ммоль раствор MgCl2 
(зао «синтол», россия), SynTaq днк-полимеразу 
(зао «синтол», россия). реакционная смесь для про-
ведения реакции включала одну из 19 пар праймеров 
в концентрации 12 пмоль каждого, 0,2 ммоль днтФ, 
2 ммоль MgCl2, 2 ед. днк-полимеразы, 10 мкл пре-
парата днк. деионизированную воду (Thermo Fisher 
Scientific, сШа) добавляли в реакционную смесь до 
конечного объема 25 мкл. 

определение принадлежности штаммов упэк 
к филогенетическим группам осуществляли на осно-
вании результатов амплификации фрагментов генов 
chuA и yjaA, а также фрагмента днк TspE4.C2 [5, 6].
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амплификацию проводили в термоциклере 
Mastercycler nexus (Eppendorf, германия) по следую-
щей программе: денатурация 95 °с в течение 5 мин с 
последующими 35 циклами, каждый из которых со-
стоял из денатурации при 95 °с в течение 30 с, отжига 
праймеров при определенной температуре в течение 
30 с, элонгации при 72 °с в течение 30 с; конечное 
удлинение при 72 °с в течение 5 мин. температура 
отжига праймеров, составила: iuc – 52 °с, set-1 – 
54 °с, vat – 55 °с; iss – 56 °с; irp2, kpsMT – 58 °с; 
ompT – 59 °с; cva, usp, chuA – 60 °с; yjaA – 61 °с; 
TspE4.C2, hlyA – 62 °с; iroN, pap, fimH – 63 °с; sfa, 
iha – 64 °с; afa – 65 °с. для подтверждения нали-
чия ожидаемых продуктов пцр по завершении ам-
плификации 10 мкл образца каждой пцр-реакции 
подвергали электрофорезу в 2 % агарозном геле, со-
держащем бромид этидия. визуализацию получен-
ных результатов проводили с использованием гель-
документирующей системы Gel Doc XR+ (Bio-Rad 
Laboratories, сШа) при уФ-флуоресценции путем 
сопоставления треков полученных образцов с марке-
рами молекулярных масс – 50 bp DNA Ladder, 100 bp 
DNA Ladder, 123 bp DNA Ladder, 250 bp DNA Ladder 
(Thermo Fisher Scientific, сШа).

статистическую обработку результатов про-
водили с использованием критерия χ2 с поправ-
кой йейтса с помощью программы SigmaStat (вер-
сия 3.5; Dundas software LTD., германия и TE Sub 
Systems, Inc.). различия считались достоверными, 
если p<0,05.

результаты и обсуждение

на первом этапе работы определена принадлеж-
ность изучаемых штаммов упэк к филогенетиче-
ским группам и подгруппам (таблица). в ходе ана-
лиза обнаружено, что в 52,9 % случаев (54 штамма) 
выделенные микроорганизмы принадлежали к под-
группе B23 (chuA+ jyaA+ TspE4.C2+), в 16,7 % случаев 
(17 штаммов) – к подгруппе а1 (chuA– jyaA+ TspE4.
C2–), в 10,8 % случаев (по 11 штаммов) – к подгруп-
пе D2 (chuA+ jyaA– TspE4.C2+) или к группе B1 (chuA– 
jyaA– TspE4.C2+), а в 8,8 % случаев (9 штаммов) – к 
подгруппе D1 (chuA+ jyaA– TspE4.C2–). при этом в из-
учаемой выборке штаммов упэк филогенетические 
подгруппы а0 и в22 не выявлены. таким образом, в 
исследуемой выборке штаммов упэк выявлено 
превалирование филогенетической подгруппы B23, 
что соответствует литературным данным по иссле-
дованию частоты встречаемости данной подгруппы 
среди культур E. coli, выделенных из мочи пациен-
тов с имп [4]. 

у штаммов филогенетических групп B2 и D, ко-
торые наиболее часто принадлежат к упэк, выяв-
лено наличие определенного набора факторов виру-
лентности, способствующих выживанию, колониза-
ции и персистенции возбудителя в мочевыводящих 
путях [4, 10, 11]. в данной работе гены, кодирующие 
основные факторы вирулентности штаммов упэк, 

являющихся возбудителями имп, распределены 
среди четырех групп, как описано ниже, на основа-
нии общепринятых литературных данных [12–15]. 
в связи с этим определено наличие у исследуемых 
штаммов генов fimH, sfa, pap, afa и iha, ассоцииро-
ванных с адгезией и кодирующих соответственно 
фимбрии I типа, S-фимбрии, р-фимбрии, афимбри-
альный и негемагглютинирующий адгезин (гомо-
лог адгезина IrgA E. coli O157:H7); генов kpsMT, iss, 
ompT и cva, ассоциированных с персистенцией и ко-
дирующих капсульный липолисахарид к-антиген (II 
группа), фактор устойчивости к действию сыворотки 
(комплемента), протеазу наружной мембраны и ко-
лицин V соответственно; генов iroN, iuc, irp2, отве-
чающих за синтез компонентов системы утилизации 
железа – сидерофоров энтеробактина (сальмохели-
на), аэробактина и иерсиниабактина соответственно; 
генов hlyA, usp, vat и set-1, определяющих секрецию 
токсинов и белков – α-гемолизина, уропатогенного 
специфичного белка, вакуолизирующего автотранс-
портного токсина и Шигелла-энтеротоксина-1 со-
ответственно. частота встречаемости данных генов 
определена для всех идентифицированных групп и 
подгрупп упэк. результаты исследования представ-
лены в таблице.

анализ факторов вирулентности, связанных с 
адгезией возбудителя показал, что частота встречае-
мости гена pap статистически достоверно отлича-
лась у штаммов упэк, принадлежащих к филоге-
нетическим подгруппам а1 и в23 (р=0,022 и р=0,016, 
соответственно). у штаммов упэк, принадлежа-
щих к филогенетической группе в1, также выявле-
ны статистически достоверные различия в частоте 
встречаемости гена iha (p=0,029).

при анализе частоты встречаемости генов, ассо-
циированных с факторами устойчивости к действию 
сыворотки (комплемента) и персистенции, статис-
тически достоверные различия выявлены во всех 
группах и подгруппах, кроме D1. частота встречае-
мости гена kpsMT у штаммов упэк в филогенети-
ческих подгруппах а1 и в23 характеризовалась высо-
кой степенью статистически достоверных различий 
(р≤0,001 и р≤0,001 соответственно). среди штаммов, 
принадлежащих к филогенетической группе B1, до-
стоверные различия выявлены для гена iss (p≤0,001). 
среди представителей филогенетических подгрупп 
а1, в23 и D2 выявлены статистически достоверные 
различия для гена ompT (р=0,002, р≤0,001 и р=0,013 
соответственно). кроме того, частота встречаемо-
сти гена cva у штаммов упэк, принадлежавших к 
филогенетической группе B1 также статистически 
достоверно отличалась (р=0,007).

частота встречаемости гена irp2, ответственно-
го за синтез сидерофоров (иерсиниабактина), статис-
тически достоверно отличалась в филогенетической 
группе B1 и подгруппах а1 и в23 (р≤0,001, р=0,041 
и р=0,003 соответственно). кроме того, у штаммов 
упэк, принадлежавших к филогенетической группе 
B1, выявлены достоверные различия частоты встре-
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чаемости гена iroN (р=0,043).
у штаммов упэк, принадлежащих к филогене-

тическим подгруппам а1 и в23, статистически досто-
верные различия выявлены в частоте встречаемости 
генов hlyA и usp, ассоциированных с факторами ток-
сигенности (hlyA: р=0,009 и р=0,006 соответственно 
и usp: р≤0,001 и р≤0,001 соответственно). частота 
встречаемости гена vat среди представителей фило-
генетической подгруппы B23 и частота встречаемос-
ти гена usp в филогенетической подгруппе D2 также 

статистически достоверно отличалась (p=0,049 и 
р=0,024 соответственно).

таким образом, результаты проведенной рабо-
ты свидетельствуют о том, что штаммы упэк, вы-
деленные из мочи пациентов с имп на территории 
саратова, принадлежат к различным филогенетичес-
ким группам и подгруппам (а1, B1, B23, D1 и D2) и раз-
личаются количеством и частотой встречаемости ге-
нов, кодирующих основные факторы вирулентности. 
у всех изученных штаммов уропатогенных E. coli, 

Частота встречаемости генов, кодирующих основные факторы вирулентности у исследованных штаммов уропатогенных E. coli (УПЭк), 
относящихся к разным филогенетическим группам и подгруппам

Frequency of occurrence of the genes which encode the major virulence factors in the studied strains of uropathogenic E. coli (UPEC)  
that belong to different phylogenetic groups and subgroups

Факторы виру-
лентности

Virulence factors

ген
Gene

частота встречаемости генов у штаммов упэк, относящихся к разным филогенетическим 
группам и подгруппам, n (%) 

Frequency of occurrence of genes in UPEC strains that belong to different phylogenetic groups 
and subgroups, n (%)

общая частота встре-
чаемости генов у всех 
исследованных штам-
мов, принадлежащих 
к филогенетическим 

группам и подгруппам,  
n (%)

The general frequency 
of occurrence of genes 

in all studied strains 
belonging to the phy-
logenetic groups and 

subgroups, n (%)

а1 B1 B23 D1 D2

адгезия
Adhesion

fimH 16 (94,1) 11 (100,0) 54 (100,0) 9 (100,0) 11 (100,0) 101 (99,0)
sfa 0 0 15 (27,8) 0 0 15 (14,7)

pap *4– (23,5) 
p=0,022 0 *42+ (77,8) 

 p=0,016 6 (66,7) 6 (54,5) 58 (56,9)

afa 1 (5,9) 0 2 (3,7) 0 2 (18,2) 5 (4,9)

iha 7 (41,2) *2– (18,2) 
p=0,029 37 (68,5) 7 (77,8) 6 (54,5) 59 (57,8)

устойчивость к 
действию сыво-
ротки (компле-
мента) и перси-
стенция
Resistance to 
action of serum 
(complement) and 
persistence

kpsMT *3– (17,6) 
р≤0,001 0 *54+ (100,0) 

р≤0,001 6 (66,7) 8 (72,7) 71 (69,6)

iss 6 (35,3) *8+ (72,7) 
р ≤0,001 6 (11,1) 0 1 (9,1) 21 (20,6)

ompT *6– (35,3) 
р=0,002 8 (72,7) *54+ (100,0) 

р≤0,001 6 (66,7) *4– (36,4) 
р=0,013 78 (76,5)

cva 0 *5+ (45,5) 
р=0,007 6 (11,1) 0 0 11 (10,8)

сидерофоры
Siderophores

iroN 5 (29,4) *8+ (72,7) 
р=0,043 20 (37,0) 2 (22,2) 2 (18,2) 37 (36,3)

iuc 10 (58,8) 10 (90,9) 43 (79,6) 7 (77,8) 8 (72,7) 78 (76,5)

irp2 *9– (52,9) 
р=0,041

*3– (27,3) 
р≤0,001

*53+ (98,1) 
р=0,003 7 (77,8) 9 (81,8) 81 (79,4)

токсигенность
Toxigenicity

hlyA *1– (5,9) 
р=0,009 0 *36+ (66,7) 

р=0,006 2 (22,2) 4 (36,4) 43 (42,2)

usp *1– (5,9) 
 р≤0,001 0 *54+ (100,0) 

р≤0,001 3 (33,3) *2– (18,2) 
р=0,024 60 (58,8)

vat 0 0 *21+ (38,9) 
 р=0,049 0 2 (18,2) 23 (22,5)

set-1 1 (5,9) 0 3 (5,6) 0 2 (18,2) 6(5,9) 
Итого:
Total:

n=17 (16,7 %) n=11 (10,8 %) n=54 (52,9 %) n=9 (8,8 %) n=11 (10,8 %) n=102 (100,0 %)

Примечание :  n – количество штаммов, в данной группе или подгруппе.
* – достоверные различия (p<0,05) между частотой встречаемости данного гена в конкретной филогенетической группе или подгруппе и часто-

той встречаемости этих генов в общей выборке штаммов упэк (во всех филогенетических группах и подгруппах). 
– – частота встречаемости гена в группе или подгруппе меньше частоты встречаемости этого же гена в общей выборке.
+ – частота встречаемости гена в группе или подгруппе выше частоты встречаемости этого же гена в общей выборке.
всего исследовано 102 штамма упэк. в скобках показан % встречаемости данного гена в филогенетической группе или подгруппе.
Note :  n - is the number of strains in a given group or subgroup.
* – significant differences (p <0.05) between the frequency of occurrence of this gene in a particular phylogenetic group or subgroup and the frequency of 

occurrence of these genes in the overall sample of UPEC strains (in all phylogenetic groups and subgroups). 
– – the frequency of occurrence of gene in the group or subgroup is less than the frequency of occurrence of the same gene in the overall sample.
+ – the frequency of occurrence of gene in the group or subgroup is higher than the frequency of occurrence of the same gene in the overall sample.
Totally, 102 UPEC strains were studied. In parentheses, the % of occurrence of the gene in the phylogenetic group or subgroup is shown. 
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принадлежащих к различным филогенетичес ким 
группам и подгруппам, выявлено наличие генов, от-
ветственных за синтез сидерофоров (irp2, iuc, iroN), 
устойчивости и персистенции (ompT) и факторов 
адгезии (fimH, iha). частота встречаемости других 
генов была вариабельна. обнаружено, что большин-
ство штаммов упэк, циркулирующих на террито-
рии саратова, принадлежали к филогенетической 
подгруппе в23. данная подгруппа характеризуется 
наибольшим набором генов, кодирующих факторы 
вирулентности возбудителя, что может способство-
вать более быстрому течению патологического про-
цесса при развитии имп. кроме того, на территории 
саратова также выявлены штаммы упэк, которые 
принадлежали к филогенетическим группам в1 и 
подгруппам а1, D1 и D2. при этом наименьшее коли-
чество генов, кодирующих факторы вирулентности, 
свойственно штаммам упэк, принадлежащих к фи-
логенетической группе в1. результаты проведенного 
исследования также выявили противоположные тен-
денции в частоте встречаемости генов, отвечающих 
за вирулентность в различных филогенетических 
группах и подгруппах. например, группа B23 харак-
теризовалась статистически достоверно более высо-
кой частотой встречаемости 7 из 16 исследованных 
генов, отвечающих за вирулентность возбудителя. в 
то же время, у представителей подгруппы а1, D1 и 
D2 частота встречаемости генов, отвечающих за ви-
рулентность, либо не отличалась от общей выборки 
штаммов упэк, либо была статистически достовер-
но ниже. это может свидетельствовать о различной 
эффективности представителей различных фило-
генетических групп и подгрупп, циркулирующих в 
саратовском регионе, в колонизации мочевыдели-
тельной системы при развитии имп, что может, в 
свою очередь, отражаться на тяжести и длительнос-
ти течения заболевания. поэтому при лечении па-
циентов с имп необходимо учитывать принадлеж-
ность возбудителя к филогенетическим группам и 
подгруппам. 
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