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Проблема роста антибиотикорезистентности патогенных микроорганизмов в последнее время по-
будила повышенный интерес к поиску новых антимикробных соединений и их продуцентов. Среди
них галофильные микроорганизмы рассматриваются в числе наиболее перспективных, поскольку в
этой физиологической группе широко представлены актиномицеты, являющиеся источником
большинства известных клинически значимых классов антибиотиков. Мы описываем результаты
применения трех различных подходов к поиску новых антимикробных соединений у галофильных
и галотолерантных микроорганизмов, населяющих три различных типа экстремальных экосистем.
В результате анализа метагеномов микробных сообществ подземных термальных минеральных вод
нами выявлены кластеры биосинтеза потенциальных антимикробных соединений, принадлежащие
археям и актинобактериям новых некультивируемых групп. Из холодных глубинных океанских
осадков получены накопительные культуры с антимикробной активностью; анализ их филогенети-
ческого разнообразия позволил определить потенциальных продуцентов антимикробных соедине-
ний как представителей класса Desulfuromonadia. Наконец, нами охарактеризована антимикробная
активность нового вида почвенных натронофильных стрептомицетов Streptomyces sp. ACA25, кото-
рая проявляется только против грамположительных бактерий. Геном этого организма секвениро-
ван, и в нем идентифицированы пути биосинтеза полипептидных, поликетидных и β-лактамных
антибиотиков, получены активные фракции культур ACA25, содержащие антимикробные соедине-
ния поликетидной и β-лактамной природы. Активный поликетид идентифицирован как антибио-
тик структурной группы макролидов розамицин. Однако отсутствие ингибирования бактериальной
трансляции новым поликетидом указывает на его структурные отличия от розамицина.
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Успех применения антимикробных веществ и
прогресс в технологиях их производства имел и
обратную сторону: широкое и, часто, чрезмерное
и бесконтрольное применение антибиотиков суще-
ственно сократило срок их эффективного действия,
что, вместе с эволюцией путей антибиотикорези-
стентности у микроорганизмов, включающей ак-
тивный горизонтальный перенос генов, привело к

множественной лекарственной устойчивости па-
тогенов и постоянной потребности человечества
в новых антимикробных препаратах. При этом
снизился и темп открытия новых соединений:
после окончания “золотой эры антибиотиков” в
1980-х гг. было одобрено только шесть новых
классов антибиотиков, ни один из которых не ак-
тивен против грамотрицательных бактерий (But-
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ler et al., 2017). Эта ситуация является критиче-
ской, по данным журнала “Ланцет”, смертность
от бактериальных инфекций, устойчивых к про-
тивомикробным препаратам, в 2019 г. составила
почти 5 млн человек, и по прогнозам в ближай-
шие годы этот кризис будет только нарастать
(Hofer, 2019; Murray et al., 2022).

Усилия по поиску новых антибиотиков приве-
ли к обнаружению новых веществ и новых меха-
низмов их действия на грамотрицательные орга-
низмы (Parker et al., 2022), но они пока еще далеки
от внедрения в лечебную практику. Новые подхо-
ды к поиску антимикробных соединений включа-
ют в себя расширение проверки уже известных
прокариот и грибов на антимикробную актив-
ность (с особым вниманием к представителям но-
вых и/или глубоких филогенетических линий), а
также анализ их геномов и природных метагено-
мов с целью поиска путей биосинтеза соединений
с антимикробной активностью (Castro et al., 2014;
Kim et al., 2017). Несколько новых антибиотиков
уже было получено благодаря обнаружению и
идентификации генных кластеров их биосинтеза,
клонированию этих кластеров в известных проду-
центов и последующей модификации синтезиро-
ванного пептида. В частности, так был получен лан-
тибиотик галодурацин, требующий посттрансля-
ционной модификации (McClerren et al., 2006).
Методы генной инженерии особенно актуальны
для выделения антимикробных препаратов из
некультивируемых организмов. Отмечается, что
некультивируемые микроорганизмы зачастую
обладают отдельными биосинтетическими гена-
ми или генными кластерами, не встречающимися
у культивируемых бактерий-продуцентов анти-
биотиков (Butler et al., 2016). Обнаружение, кло-
нирование и экспрессия генов целого биосинте-
тического пути вторичных метаболитов экстре-
мофильной археи в эффективном термофильном
продуценте Thermus thermophilus было недавно
описано в работе De Rose et al. (2021). Этот подход
вполне применим и к получению антибиотиков,
биосинтетические кластеры которых обнаружены в
геномах экстремофилов. В этой связи эффектив-
ным представляется поиск продуцентов новых
антимикробных соединений у экстремофилов
(Coker, 2016), а также широкого спектра некуль-
тивируемых прокариот, накопительных и ко-куль-
тур нескольких микроорганизмов (Mantravadi et al.,
2019). Работа с экстремофилами дает также воз-
можность обнаружения антибиотических веществ
и ферментов их биосинтеза с повышенной устойчи-
востью к контрастам физико-химических условий
среды, что может иметь важное практическое зна-
чение при применении повышенных температур на
производстве новых антибиотиков, воздействии
УФ-излучения при хранении препаратов, или при
влиянии высокой кислотности желудка на актив-
ность антимикробных препаратов.

В последнее время появилось достаточно много
данных об активных антагонистических взаимо-
действиях и продукции антимикробных веществ у
галофильных, термофильных и термоацидофиль-
ных бактерий и архей. Однако большинство обна-
руженных до сих пор активностей и антимикроб-
ных соединений экстремофилов действует только
против экстремофильных же микроорганизмов
(Besse et al., 2015). Антимикробных веществ, проду-
цируемых экстремофилами и действующих про-
тив актуальных для человека патогенов, описано
пока немного. Известны новые антибиотики из
термофильных и натронофильных (галоалкало-
фильных) бактерий и архей (Birbir et al., 2004,
2007; Quadri et al., 2016; Vaičikauskaitė et al., 2019).
К умеренно термофильным продуцентам новых
антибиотиков относят также представителей хо-
рошо известного класса Bacilli, образующих, в ос-
новном, бактериоцины (Soltani et al., 2021). Среди
потенциальных продуцентов новых антибиоти-
ков галофилы и галоалкалофилы представляют
наибольший интерес, т.к. в этой физиологической
группе широко представлены различные актино-
мицеты и, в частности, стрептомицеты, давшие че-
ловечеству почти все известные классы антибио-
тиков природного происхождения (Ravel et al.,
2000; Procópio et al., 2012). В 2001 г. было проведе-
но математическое исследование, целью которо-
го была оценка количества существующих в при-
роде антибиотиков, которые возможно выделить
из актинобактерий рода Streptomyces. Это количе-
ство было оценено в 294300 различных антибиоти-
ческих веществ. Тем не менее, исследование вы-
явило тренд к снижению скорости открытия но-
вых антибиотиков в 1990-х гг., что вряд ли может
быть связано с исчерпанием доступных соедине-
ний. Действительно, согласно модели, именно сни-
жение усилий по скринингу новых антибиотиков
было основной причиной стагнации в области от-
крытия новых антибиотиков в 1990-е годы (Watve
et al., 2001).

Обращение к исходной “золотой жиле” – поч-
венным бактериям, в том числе из гиперсоленых
почв – позволило выделить новые антимикробные
соединения и их новых продуцентов. В первую оче-
редь, ими снова оказались стрептомицеты, в том
числе, галофильные, с широким спектром антимик-
робных активностей по отношению к грамположи-
тельным бактериям, включая высокорезистентные
клинические изоляты группы ESCAPE, мицели-
альным грибам, некоторым патогенным простей-
шим и линиям опухолевых клеток человека (Diet-
era et al., 2003; Al-Dhabi et al., 2016; Terra et al.,
2018). Однако считается, что даже такого продук-
тивного источника антибиотиков, как почвы и
населяющие их стрептомицеты, недостаточно для
покрытия существующего дефицита новых анти-
микробных соединений. Проводится всесторонний
скрининг и других мест обитания потенциальных
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продуцентов. В этой связи интерес представляют
осадочные и глубинные подземные экосистемы,
где микроорганизмы существуют в виде конгло-
мератов в порах пород или осадков, что способ-
ствует возникновению активных антагонистиче-
ских взаимодействий между ними и повышает
шанс найти новую антимикробную активность.
Исследования этих экосистем на предмет поиска
новых продуцентов пока единичны (Mullis et al.,
2019). В частности, показано наличие в Мариан-
ской впадине актиномицетов, из которых более
половины имеют гены антимикробной активности
(Pathom-Aree et al., 2006). В глубоко залегающих от-
ложениях на окраине Перу гены антибиотической
активности были обнаружены у актинобактерий,
протеобактерий, представителей Bacteroidota и
Firmicutes (Bacillota). Также, гены антибиотиче-
ской активности были обнаружены при анализе
метагеномов термальных экосистем подводного
океанского хребта Хуан де Фука, донных отложе-
ний западного склона Срединно-Атлантического
хребта, офиолитов прибрежного хребта Северной
Калифорнии (Mullis et al., 2019). Эти данные дают
стимул к продолжению поисков новых антибио-
тиков в глубоководных океанских экосистемах,
как современных, так и древнего происхождения.

Целью нашей работы был поиск новых потенци-
альных продуцентов антимикробных соединений
среди экстремофилов, населяющих три различных
типа экстремальных экосистем с повышенной со-
леностью. Были использованы три основных со-
временных подхода к поиску новых продуцентов
вторичныx метаболитов – метагеномный анализ
микробных сообществ, получение накопитель-
ных культур с целевой активностью и выявление
в них потенциальных продуцентов этой активности,
исследование антимикробных свойств чистых
культур, выделение и идентификация новых ин-
дивидуальных антимикробных соединений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Отбор проб и получение накопительных культур.

Пробы подземных минеральных вод Ессентук-
ского месторождения (ЕММВ) для последующе-
го выделения тотальной ДНК были отобраны в
2021 г. непосредственно на устьях эксплуатаци-
онных скважин 46 и 49-Э путем ультрамикро-
фильтрации минеральных вод через стерильные
фильтры из трековой мембраны с диаметром пор
0.2 мкм. Из каждой скважины было профильтро-
вано по 100 л воды по методике, описанной ранее
(Гаврилов и соавт., 2022).

Пробы глубинных железистых донных отло-
жений Патагонского склона Атлантического оке-
ана были отобраны в марте 2020 г. в ходе 79-го
рейса НИС “Академик Мстислав Келдыш” сов-
местно с сотрудниками Института океанологии
им. П.П. Ширшова РАН в рамках 4-го этапа Ком-

плексных исследований экосистем Антарктики и
Атлантического океана. Образцы донных отло-
жений, предназначенные для постановки нако-
пительных культур, отбирали из анаэробной ча-
сти керна (глубина под поверхностью осадка
19‒40 см, смешанная проба). Керн осадка был
отобран гравитационной трубкой в системе под-
водных каньонов Амигиньо в южной Атлантике с
глубины 2208 м. Температура придонной воды в
месте отбора пробы составляла 1.79°С, соленость –
34.76 psu, pH 7.8. Пробы донных отложений сразу
же после их отбора из керна стерильным шпате-
лем были помещены в стерильные пробирки Хан-
гейта, содержащие один из следующих минера-
лов железа или марганца – синтезированный
ферригидрит (Fe(III)), сидерит гидротермального
происхождения (Fe(II)), родохрозит (Mn(II)) или
оксид марганца (Mn(IV)). Пробирки были залиты
под горлышко придонной океанской водой для
полного вытеснения из них окружающего воздуха
и укупорены резиновыми пробками с завинчива-
ющимися крышками. Параллельно были отобра-
ны пробы придонной океанской воды для приго-
товления сред для накопительных культур.

В качестве первичных накопительных культур
были использованы пробирки с пробами донных
осадков, минералами и придонной океанской во-
дой, инкубированные в течение 3-х мес. в холо-
дильнике при температурах 2–4°С. В качестве
субстратов перед началом инкубирования добав-
ляли ацетат, лактат или формиат натрия в количе-
стве 10 мМ из стерильных анаэробных растворов.
Рост культур контролировали микроскопирова-
нием; инкубирование останавливали при прекра-
щении прироста клеток по результатам прямого
счета в препаратах, окрашенных акридиновым
оранжевым красителем, на флуоресцентном мик-
роскопе AxioPlan (“Zeiss”, Германия).

Для дальнейших пересевов накопительных
культур использовали среду на основе придонной
океанской воды. Воду кипятили, охлаждали до
комнатной температуры, продувая N2 (ос. ч.), и
разливали под током CO2 в пробирки Хангейта,
содержащие вышеупомянутые минералы железа
или марганца. В пробирках оставляли 1‒2 мл га-
зовой фазы (100% СО2). Среду стерилизовали при
121°С 20 мин. Пересевы накопительных культур
осуществляли анаэробно, шприцами; инкубиро-
вание вели при 4°С до прекращения прироста
клеток по результатам флуоресцентной микро-
скопии, микроскопирование проводили один раз
в неделю. Углеродные субстраты (ацетат, лактат,
формиат натрия) добавляли из отдельно стерили-
зованных анаэробных растворов, формиат стери-
лизовали фильтрованием.

Штамм Streptomyces sp. ACA25 и условия его
культивирования. Организм был первоначально
выделен как штамм DS8 Streptomyces sodiiphilus
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Сорокиным и соавторами из водной вытяжки
донных осадков одного из содовых озер Кулун-
динской степи (район Карасук), рН 10.2; соле-
ность 37 г/кг почвы (3.7 мас. %), карбонатная ще-
лочность 117 мМ (Sorokin et al., 2017). Штамм
культивировали аэробно при 35°С на жидкой сре-
де описанного ранее состава (Sorokin et al., 2017) с
крахмалом (2 г/л) или сахарозой (3 г/л) в качестве
углеродных субстратов. Дрожжевой экстракт, уг-
леродные субстраты и MgCl2 добавляли в среду
после автоклавирования из отдельно стерилизо-
ванных растворов. Среду автоклавировали при
121°С 20 мин в плотно закрытых бутылях для сохра-
нения концентрации бикарбоната. Культивирова-
ние для тестирования антимикробной активности
культуральной жидкости и клеточной биомассы ве-
ли с крахмалом в стерильных пластиковых про-
бирках типа Falcon объемом 15 мл; рост контро-
лировали микроскопированием. По достижении
стационарной фазы роста пробирки с культурами
центрифугировали при 4000 g (4°С, 20 мин) и от-
дельно собирали супернатант и клеточную био-
массу для анализа антимикробной активности.
Культивирование для дальнейшего хроматогра-
фического разделения культуральной жидкости и
биомассы вели с сахарозой, в плотно закрытых
литровых бутылях, объем жидкой среды состав-
лял 400 мл, газовой фазы (воздух) – 600 мл. Био-
массу отделяли от культуральной жидкости цен-
трифугированием при 9000 g (4°С, 30 мин).

Выделение ДНК, подготовка библиотек и секве-
нирование. Фильтры с биомассой из минеральных
вод фиксировали на месте, как описано ранее
(Гаврилов и соавт., 2022). ДНК выделяли непо-
средственно из фиксированных фильтров при
помощи набора FastDNA™ SPIN Kit for Soil (“MP
Biomedicals”, США) согласно инструкции произ-
водителя. Тем же набором реактивов выделяли
ДНК из образцов психрофильных накопитель-
ных культур и из биомассы штамма Streptomyces
sp. ACA25. Для выделения ДНК из накопитель-
ных культур отбирали образцы объемом 5 мл. Для
выделения ДНК Streptomyces sp. ACA25 отбирали
образцы биомассы, выращенной с сахарозой.

Подготовку и секвенирование библиотек ам-
пликонов гена 16S рРНК из накопительных куль-
тур проводили по методике, описанной ранее
(Гаврилов и соавт., 2022). Необработанные про-
чтения были депонированы в базе данных SRA
(NCBI) под номером биопроекта PRJNA926348.

Приготовление геномных и метагеномных
библиотек осуществляли с использованием набора
реагентов KAPA HyperPlus Library Preparation Kit
(“KAPA Biosystems”, Великобритания) согласно
инструкции производителя. Секвенирование про-
изводили на системе NovaSeq 6000 (“Illumina”,
США) с реагентами, обеспечивающими длину
чтения 100 пар оснований с каждого конца ам-

пликона. Первичную обработку метагеномных
данных, а также сборку контигов и биннинг осу-
ществляли по методике, описанной ранее (Merkel
et al., 2021). Необработанные прочтения были де-
понированы в базе данных SRA (NCBI) под номе-
ром биопроекта PRJNA926348. Для анализа были
отобраны “композитные геномы” удовлетвори-
тельного качества с полнотой сборки от 70.1 до
100.0% и контаминацией от 0.0 до 4.93%; разброс
размеров собранных геномов составил от 0.5 до
7 млн п.о. Усредненные значения полноты сбор-
ки и контаминации по всем собранным геномам
составили 90.8 и 1.43% соответственно.

Первичную обработку геномных данных, а
также сборку контигов осуществляли по методи-
ке, описанной ранее (Khomyakova et al., 2022). Ге-
ном был депонирован в базе данных GenBank под
номером JAQKPV000000000.

Анализ геномных и метагеномных данных. По-
лученные прочтения V4-участков генов 16S рРНК
после первичной обработки были проанализиро-
ваны с помощью Интернет-сервиса SILVAngs
(https://ngs.arb-silva.de/silvangs/) против базы дан-
ных SILVA для определения относительной пред-
ставленности таксонов микроорганизмов в нако-
пительных культурах. При этом была использована
версия базы данных 138.1, в которой названия
таксонов синхронизированы с таковыми в пол-
ногеномной таксономической базе GTDB.

Автоматическую аннотацию генома Streptomy-
ces sp. ACA25 и композитных геномов, получен-
ных из метагеномных данных, проводили с помо-
щью программного пакета PGAP 2021-07-01 (Ta-
tusova et al., 2016).

Поиск генных кластеров биосинтеза вторич-
ных метаболитов в собранных “композитных ге-
номах” и в геноме Streptomyces sp. ACA25 прово-
дили с помощью Интернет-сервиса antiSMASH
версии bacterial version 6.0 (Blin et al., 2021); значе-
ние параметра точности предсказаний (“detection
strictness”) выбирали “strict”, что обеспечивает
детекцию только четко обособленных генных
кластеров, содержащих все присущие им части.
Все дополнительные функции сервиса были
включены (параметр “Extra features” = “All on”).
Геномные данные загружали для анализа в виде
нуклеотидных последовательностей в формате
GenBank (расширение файлов .gbk). Для анализа
метагеномов микробных сообществ минераль-
ных вод по каждой из скважин загружали один
файл, содержащий совокупность всех композит-
ных геномов сообщества надлежащего качества
сборки (см. выше). Гомологичные генные класте-
ры выявляли с использованием встроенных до-
полнительных функций KnownClusterBlast и
MIBiG cluster comparison.

Определение антимикробной активности. Те-
стирование на наличие антимикробной активности
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осуществляли методом диффузии в агар в соответ-
ствии с протоколом CLSI, 2020. Использовали тест-
культуры с плотностью порядка 1 × 105 КОЕ/мл на
агаризованной твердой питательной среде. Те-
стовые культуры высевали газоном на поверх-
ность агаризованной среды, исследуемые препа-
раты вносили в лунки или на стерильные диски
из фильтровальной бумаги на поверхности агара
и инкубировали чашки Петри в течение 12‒48 ч.
Диаметр всех лунок и дисков составлял 8 мм, объем
каждого из тестируемых образцов культур – 50 мкл.
Антимикробную активность определяли по обра-
зованию зон подавления роста тест-культур во-
круг лунок или дисков. Сравнительный анализ
активности осуществляли измерением диаметров
зон подавления электронным штангенциркулем.
Во всех экспериментах использовали следующие
штаммы тест-культур: Staphylococcus aureus КМ
144, Micrococcus luteus КМ 128 и Escherichia coli
К-12 из коллекции кафедры микробиологии Био-
логического факультета МГУ им. М.В. Ломоно-
сова, Pseudomonas aeruginosa PAW1, Enterococcus
faecium и Bacillus alkaliphilus из коллекции Инсти-
тута микробиологии им. С.Н. Виноградского
ФИЦ Биотехнологии РАН. Все эти штаммы куль-
тивировали на мясо-пептонном агаре (1.5%) при
35°С. Для тестирования активности культур Strep-
tomyces sp. ACA25 дополнительно использовали
штаммы грамположительных бактерий, вызыва-
ющих порчу продуктов питания, Pediococcus pen-
tosaceus DMST 18752, Latilactobacillus sakei subsp.
sakei JCM 1157, Brochothrix thermosphacta DSMZ
20171T и Carnobacterium maltaromaticum NCDO
2762 из коллекции Национального института
сельскохозяйственных, пищевых и экологиче-
ских исследований Франции (INRAE). Штаммы
P. pentosaceus и L. sakei культивировали на агаре де
Мана-Рогосы-Шарпе (MRP) при 37°С, штаммы
B. thermosphacta и C. maltaromaticum культивиро-
вали на сердечно-мозговом агаре (BHI) при 25 и
30°С соответственно.

В качестве контролей использовали образцы
стерильных сред, инкубированных то же время и
в тех же условиях, что и исследуемые культуры.
При иccледовании активностей фракций культур
ACA25 в качестве контролей использовали соот-
ветствующие буферные растворы с растворителя-
ми, присутствующими в тестируемых препаратах
(диметилсульфоксид (ДМСО), бутанол, этилаце-
тат, метанол).

Образцы культуральной жидкости непосред-
ственно перед тестированием антимикробной ак-
тивности центрифугировали в микропробирках
типа Eppendorf при 20800 g (4°C, 10 мин). Полу-
ченный супернатант отбирали автоматической
пипеткой и тестировали отдельно от осадка кле-
ток. Образцы фракций культур и культуральной
жидкости штамма ACA25 готовили для тестиро-

вания антимикробной активности высушивани-
ем досуха с последующим разведением 1%-м вод-
ным раствором ДМСО до объема 200 мкл. Перед
разведением определяли массу сухого вещества
на аналитических весах.

Фракционирование культур Streptomyces ACA25
осуществляли комбинацией методов жидкофаз-
ной экстракции и жидкостной хроматографии
низкого и высокого давления. Для анализа локали-
зации активности против S. aureus культуральная
жидкость штамма ACA25, отделенная от клеток
центрифугированием, была подвергнута первично-
му разделению с помощью гидрофобного сорбен-
та Amberlite XAD2 (“Serva”, США) в соответствии
с ранее описанным протоколом (Лапчинская и
соавт., 2016). Элюат этой колонки упаривали пол-
ностью с помощью роторного концентратора IKA
RV 05 (“IKA-Werke”, Германия), перерастворяли
в 50%-м водном этаноле и подвергали процедуре
обессоливания (твердофазной экстракции) по-
средством полупрепаративной обращенно-фазо-
вой ВЭЖХ на колонке Aquapore 10 × 100 мм, 300 Å
(“Applied Biosystems”, США) при скорости пото-
ка подвижной фазы 2.5 мл/мин и детектировании
поглощения при длине волны 220 нм. Фракции,
полученные в результате элюирования с колонки
28%-м и 72%-м водным ацетонитрилом с добав-
лением 0.1% трифторуксусной кислоты (ТФУ),
упаривали с помощью вакуумной центрифуги
SpeedVac Vacuum Concentrator (“Labconco”, США)
и лиофилизовали с помощью FreeZone Lyophilizer
(“Labconco”, США). Фракцию несвязавшихся с
неподвижной фазой компонентов после разделе-
ния методом гидрофобной хроматографии на
Amberlite XAD2 экстрагировали бутанолом-1
(“Химмед”, Россия) в объемном соотношении 1 : 1.

Для анализа локализации антимикробной ак-
тивности против P. pentosaceus и B. thermosphacta
предварительно разделeнные образцы культураль-
ной жидкости и клеток штамма ACA25 подвергали
экстракции этилацетатом с помощью набора реак-
тивов QuEChERS (“Waters”, США) согласно ин-
струкции производителя. Полученные экстракты
высушивали в атмосфере азота при 30°С, затем
растворяли в 50%-м водном метаноле или в 50 мМ
фосфатном буфере (рН 7.0) и тестировали на на-
личие антимикробной активности.

Идентификация антимикробных соединений,
продуцируемых штаммом АСА25. Идентификацию
проводили методом МАЛДИ-времяпролетной
масс-спектрометрии с помощью установки Ultra-
Flex MALDI-TOF/TOF (“Bruker Daltonics”, Герма-
ния) в режиме положительных ионов. В качестве
матрицы для анализа хроматографических фрак-
ций использовали 2,5-дигидроксибензойную кис-
лоту (DHB) (“Sigma-Aldrich”, США) в концентра-
ции 20 мг/мл в 80%-м водном растворе ацетонитри-
ла (“Panreac”, Испания). В качестве матрицы для



266

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 92  № 3  2023

ГАВРИЛОВ и др.

анализа этилацетатных экстрактов культураль-
ной жидкости и клеток использовали метанол.
Анализируемые образцы (0.8‒1 мкл) смешивали
с эквивалентным объемом матрицы и наносили
на мишень. Анализ масс-спектров осуществляли
с использованием ПО FlexAnalysisforBruker.

Тестирование ингибирования бактериальной
трансляции. Активность, ингибирующую трансля-
цию in vivo, тестировали на штамме E.coli lptDmut,
модифицированном репортерной последователь-
ностью pDualrep2 (Osterman et al., 2016), в котором
остановка процесса трансляции приводит к экс-
прессии красного флуоресцентного белка Katush-
ka2S, а повреждение ДНК запускает SOS-ответ и
приводит к экспрессии красного флуоресцентного
TurboRFP. Тестируемые фракции культур штамма
АСА25 наносили по 25 мкг в лунки агаризован-
ной среды с тестовым штаммом. В качестве кон-
тролей использовали эритромицин и левофлок-
сацин той же массы. Чашки с тестовым штаммом
инкубировали при 37°С в течение ночи, уровень
экспрессии флуоресцентных белков в штамме,
содержащем плазмиду pDualrep2, и зоны подавле-
ния роста оценивали с помощью системы визуали-
зации ChemiDoc (“Bio-Rad”, США). Ингибирова-
ние синтеза белка in vitro тестировали на бесклеточ-
ной системе трансляции люциферазы светлячка,
как было описано ранее (Svetlov et al., 2006). T7-
транскрибируемая мРНК (Fluc) люциферазы
светлячка (Photinus pyralis) транслировалась в бес-
клеточной E. coli S30 системе. Тестируемые образцы
добавляли к системе в концентрации 50 мкг/мл,
уровень трансляции in vitro после инкубирования
измеряли с помощью системы Bright-Glo® Lucif-
eraseAssaySystem (“Promega”, США) на планшетном
мультиридере VICTORX5 MultilabelPlateReader
(“PerkinElmer”, США).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Поиск генов биосинтеза антимикробных соеди-

нений в метагеномах микробных сообществ подзем-
ных минеральных вод Ессентукского месторожде-
ния. В ходе исследования влияния активности
микроорганизмов на формирование состава под-
земных минеральных вод нами были отобраны
пробы воды типов Ессентуки № 17 и № 4 из сква-
жин 46 и 49-Э соответственно, расположенных на
Новоблагодарненском участке ЕММВ. Темпера-
тура вод на устьях скважин достигает 45°С, а в
верхнемеловом водоносном горизонте, вскрыва-
емом этими скважинами, температура может до-
стигать и более высоких значений (Абрамов, Ва-
вичкин, 2010). Отобранные нами воды по составу
являются хлоридно-гидрокарбонатными натрие-
выми с минерализацией 8.0‒14.0 г/л и содержат
значительное количество растворенного углекис-
лого газа – до 1.4 г/л (Гаврилов и соавт., 2022).
Профилирование микробных сообществ этих вод

по гену 16S рРНК выявило доминирование не-
культивируемых архей филума Hadarchaeota в воде
Ессентуки № 17 скважины 46 и некультивируе-
мых актинобактерий нескольких новых классов в
воде Ессентуки № 4 скважины 49-Э; были также
обнаружены существенные различия в составе
микробных сообществ, населяющих водоносные
горизонты этих двух скважин (Гаврилов и соавт.,
2022). В рамках текущей работы мы секвенирова-
ли метагеномы этих микробных сообществ и про-
анализировали их на наличие генов биосинтеза
потенциальных антимикробных соединений. Из
пула метагеномных данных было собрано 54 ком-
позитных генома отдельных таксонов для дальней-
шего анализа с полнотой сборки >70% и контами-
нацией <5%. C помощью онлайн-сервиса
antiSMASH в метагеноме микробного сообщества
воды скважины 46 было выявлено 6 композитных
геномов, содержащих кластеры биосинтеза ран-
типептидов, сактипептидов, тиоамитидов, β-лак-
тонов, а также биосинтетический кластер, коди-
рующий поликетидсинтазу III типа (T3PKS). Ин-
тересно, что все выявленные кластеры
принадлежали генотипам, представляющим глу-
бокие некультивируемые линии прокариот, в том
числе, архей группы ANME-1-THS филума Halo-
bacteriota и класса Bathyarchaeia филума Thermo-
proteota, а также бактерий нового семейства в по-
рядке Thermodesulfovibrionales (табл. 1). Схожий
результат наблюдался и для сообщества минераль-
ной воды скважины 49-Э, в метагеноме которого
было выявлено 8 кластеров биосинтеза вторичных
метаболитов с потенциальной антимикробной ак-
тивностью, относящихся к 7 композитным гено-
мам некультивируемых архей и бактерий глубо-
ких филогенетических линий, включая предста-
вителей филума Aenigmatarchaeota. В частности, в
этих геномах были обнаружены кластеры генов
биосинтеза β-лактонов, тиоамитидов, рантипеп-
тидов и других рибосомально синтезируемых и
посттрансляционно модифицируемых пептидов
(RiPP-like peptides) (табл. 1). Почти для всех выяв-
ленных биосинтетических кластеров были найдены
гомологичные кластеры биосинтеза известных ан-
тибиотиков или цитотоксинов, однако сходство с
этими кластерами во всех случаях было крайне
низким (табл. 1), что позволяет предположить
высокую вероятность обнаружения путей био-
синтеза новых антимикробных соединений в ме-
тагеномах микробных сообществ минеральных
вод ЕММВ.

Антимикробная активность психрофильных на-
копительных культур из глубинных донных осадков
Патагонского склона Атлантического океана. В
2020 г. в рамках 4-го этапа Комплексных исследо-
ваний экосистем Антарктики и Атлантического
океана на борту НИС “Академик Мстислав Кел-
дыш” было отобрано 20 проб глубинных (более 1
км) железистых донных осадков и придонной оке-
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анской воды Патагонского склона в южной Атлан-
тике. Физико-химические условия отобранных
донных отложений характеризуются несколькими
экстремумами: постоянно низкими температурами
(2–4°С), повышенной соленостью (34.76 г/л), а
также повышенным содержанием железистых
минералов, что существенно сказывается на балан-
се окислительных и восстановительных процессов
в данной экосистеме. С отобранными пробами бы-
ло получено 40 первичных накопительных культур
с органическими кислотами и минералами Fe(II),
Mn(II), Fe(III) и Mn(IV) в качестве характерных
для этих экосистем энергетических субстратов и
акцепторов электронов.

Накопительные культуры инкубировали при
естественной для этих экосистем низкой темпе-
ратуре в течение 2‒3 мес. до остановки прироста
клеток, после чего были сделаны вторые пересе-
вы каждой из культур на среды того же состава. В
процессе культивирования проводили скрининг
антимикробной активности накопительных куль-
тур против E. coli, S. aureus, M. luteus, P. aeruginosa.
В результате скрининга была выявлена антимик-
робная активность вторых пересевов железовос-
станавливающих накопительных культур 23-2 и
24-2, выращенных с лактатом в качестве источни-
ка углерода и энергии и ферригидритом в каче-
стве акцептора электронов. Активность проявля-
лась только против штамма P. aeruginosa PAW1,
диаметр зон подавления роста тест-культур при
диффузии активного вещества из лунок состав-
лял 11‒13 мм. В нескольких других, параллельно
выращенных железовосстанавливающих культурах,
полученных из тех же природных проб, антимик-
робной активности не было, что указывает на отсут-
ствие побочного действия минералов Fe(II/III) на
тестовый штамм и подтверждает подавление его
роста за счет продукции антимикробных веществ
культурами 23-2 и 24-2. Микроскопия этих куль-
тур выявила клетки двух основных морфотипов:
короткие палочковидные и длинные тонкие ните-
видные, склонные к образованию крупных коло-
ний на поверхности минералов железа. Макси-
мальная концентрация клеток в каждой из культур
к стационарной фазе роста достигала 4 × 107 кл./мл.
Интересно, что в культуре 23-2 доминировали па-
лочковидные, а в культуре 24-2 – нитевидные
формы, и при этом обе культуры обладали сопо-
ставимой антимикробной активностью, что мо-
жет указывать на накопление в них различных
продуцентов антимикробных соединений. Это
предположение подтвердилось профилированием
культур по гену 16S рРНК, выявившем различия в
их филогенетическом составе (рис. 1). В обеих куль-
турах доминировали представители класса Desulfu-
romonadia филума Desulfobacterota (80.1‒92.4% всех
прочтений гена 16S рРНК), однако в культуре 23-2
этот класс был представлен, в основном, бактери-
ями новой некультивируемой группы порядка, в

меньшей степени, филотипами Geopsychrobacter и
некультивируемой группы Sva1033 (67.3, 12.6 и
12.5% прочтений 16S соответственно). Напротив, в
культуре 24-2 доминировала некультивируемая
группа Sva1033 (68.1%), Geopsychrobacteraceae были
представлены родом Desulfuromusa (11.3%), а бакте-
рии нового порядка класса Desulfuromonadia со-
ставили лишь минорную часть сообщества
(0.7%). В контрольной накопительной культуре с
ферригидритом и лактатом, не проявившей анти-
микробной активности, представители всех упо-
мянутых филотипов Desulfuromonadia, кроме
Sva1033, детектированы не были, а группа Sva1033
составляла только 6.3% разнообразия (рис. 1). До-
минировал в контрольной неактивной культуре
филотип, относящийся к семейству Desulfocapsa-
ceae класса Desulfobulbia (85.8%). В настоящее вре-
мя отсутствуют сведения о продуцентах антимик-
робных веществ среди представителей родов De-
sulfuromusa, Geopsychrobacter или группы Sva1033.
Нами был проведен биоинформатический поиск
кластеров биосинтеза антимикробных соедине-
ний в геномах микроорганизмов, родственных
филотипам, доминирующим в культурах 23-2 и
24-2. В базе данных GTDB с помощью стандарт-
ной процедуры blastn было найдено 6 таких гено-
мов, принадлежащих бактериям видов Syntropho-
talea acetylenica, Geopsychrobacter electrodiphilus, De-
sulfuromonas acetoxidans, Malonomonas rubra и
sp001873285 некультивируемой группы CG2-30-
53-67 уровня филума. В геноме S. acetylenica было
обнаружено 4 кластера биосинтеза терпеновых со-
единений, β-лактонов и фосфонатов, а в геноме
G. electrodiphilus – 4 кластера биосинтеза рантипеп-
тидов, арилполиенов и β-лактонов. Кластеры, для
которых были выявлены гомологи, кодирующие
биосинтез известных антимикробных соедине-
ний, приведены в табл. 1.

Антимикробная активность чистой культуры на-
тронофильного актиномицета. Почвенные экосисте-
мы являются источником выделения большинства
известных на сегодняшний день продуцентов анти-
биотиков (Егоров, 1994; Cheng et al., 2002; Horwood
et al., 2004). В этой связи, изучение физиологии мик-
роорганизмов, населяющих экстремальные почвен-
ные экосистемы, например, содовые солончаки,
увеличивает вероятность обнаружения новых
продуцентов антимикробных соединений с по-
вышенной устойчивостью к нескольким различным
физико-химическим экстремумам среды. Содовые
солончаки характеризуются как высокой солено-
стью, так и гидрокарбонатной щелочностью, а
также периодическим высыханием или промер-
занием. Недавно Д.Ю. Сорокиным и соавторами
была описана коллекция новых штаммов натро-
нофильных стрептомицетов, выделенных из за-
соленных почв Кулундинской степи (Sorokin et al.,
2017). В ходе первичного скрининга нескольких
из этих штаммов на наличие антимикробной ак-
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тивности против S. aureus (полные результаты
скрининга будут опубликованы отдельно) была
выявлена активность штамма ACA25, первоначаль-
но описанного как штамм DS8 вида Streptomyces so-
diiphilus (Sorokin et al., 2017). Антимикробная актив-
ность этого штамма была выявлена нами как в
культуральной жидкости, так и в биомассе кле-
ток. Образцы культуральной жидкости проявля-
ли ингибирующую активность по отношению к
M. luteus, Staphylococcus aureus (табл. 2), B. alkaliphilus,
E. faecium, Brochothrix thermosphacta, Pediococcus
pentosaceus, L. sakei. На тест-культурах B. thermo-
sphacta было показано, что антимикробная актив-
ность отсутствует в культуральной жидкости
стрептомицета после первых суток культивирова-
ния и проявляется на более поздних стадиях роста
микроорганизма, после инкубирования в течение
45 и 51 ч. Активность биомассы клеток штамма
АСА25, собранной после 48 ч инкубирования, про-
являлась против S. aureus, P. pentosaceus и B. thermo-
sphacta. Проявление антимикробной активности
штамма АСА25 варьировало от культуры к куль-
туре при одинаковых условиях культивирования,
что выражалось в периодическом уменьшении
диаметра зон ингибирования. Наиболее стабиль-

ная активность клеток АСА25 и культуральной
жидкости наблюдалась против M. luteus, S. aureus
и B. thermosphacta. Средний размер зон ингибирова-
ния роста S. aureus и M. luteus для культуральной
жидкости АСА25 составлял 16‒18 мм. Активность
культуральной жидкости против B. thermosphacta
сохранялась после предварительного прогрева
образца при 80°С в течение 15 мин, или после его
обработки протеиназой К в течение 2 ч. Ни один
из препаратов АСА25 не проявлял активности
против грамотрицательных бактерий E. coli и
P. aeruginosa, а также против грамположительных
C. maltaromaticum и L. inocua. Активность кон-
трольных образцов культуральной среды для
АСА25 во всех наших экспериментах отсутство-
вала.

Антимикробная активность экстрактов культу-
ральной жидкости и биомассы штамма ACA25. Ан-
тимикробная активность штамма ACA25 сохра-
нялась при фракционировании культуральной
жидкости и клеток и проявлялась в тестах in vitro.
Этилацетатные экстракты культуральной жидко-
сти, полученные после 45 и 51 ч инкубирования
культур стрептомицета, проявляли активность по
отношению к B. thermosphacta. Этилацетатный

Рис. 1. Филогенетический состав по результатам профилирования по гену 16S рРНК накопительных культур, полу-
ченных из образцов донных отложений Патагонского склона Атлантического океана. По оси Х: 23-2 и 24-2 – две раз-
ные культуры с антимикробной активностью против P. aeruginosa; К – культура, полученная из того же образца дон-
ных отложений, не проявившая антимикробной активности (первичная накопительная культура для 24-2). Подчерк-
нуты филотипы предполагаемых продуцентов антимикробных соединений.
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экстракт клеточной биомассы (полученной после
48 ч инкубирования) ингибировал рост B. thermo-
sphacta (табл. 2) и P. pentosaceus. Следует отметить,
что активность всех этилацетатных экстрактов
проявлялась при использовании фосфатного бу-
фера в качестве их растворителя и отсутствовала
при их разведении в метаноле.

В результате фракционирования образца куль-
туральной жидкости методом гидрофобной хро-
матографии низкого давления антимикробная
активность была выявлена в элюате с колонки
Amberlite XAD2. В несвязавшейся с данной смо-
лой фракции, а также в ее бутанольном экстракте
(при максимальной тестируемой концентрации
20 мг/мл) антимикробная активность отсутство-
вала. Дальнейшее фракционирование активного
элюата с Amberlite XAD2 проводили методом по-
лупрепаративной обращенно-фазовой ВЭЖХ в
ступенчатом градиенте повышения концентра-
ции ацетонитрила от 28 до 72%. В результате,

вручную были собраны три фракции: несвязав-
шиеся компоненты (“провал с колонки”, фрак-
ция 0), фракция элюата при 28% ацетонитрила с
добавлением 0.1% ТФУ (фракция 1) и фракция
элюата при 72% ацетонитрила с добавлением
0.1% ТФУ (фракция 2). Антибактериальная ак-
тивность по отношению к S. aureus и M. luteus была
детектирована только во фракции 2 с размерами
зон подавления 2.2 и 2.3 см соответственно. Та-
ким образом, была получена обогащенная фрак-
ция, содержащая в себе преимущественно гидро-
фобные соединения. Дальнейшая аналитическая
обращенно-фазовая ВЭЖХ данной фракции не
позволила получить приемлемый профиль и ло-
кализовать индивидуальные пики ввиду наличия,
по всей видимости, высокомолекулярных компо-
нентов, приводящих к снижению разрешающей
способности (данные не приведены).

Определение филогенетического положения
штамма ACA25 и поиск детерминант антимикробной

Таблица 2. Антимикробная активность различных препаратов культур Streptomyces sp. ACA25, детектированная
методом диффузии в агар

* Приведен результат для четырех разных вариантов контролей. 
** Вместе с диаметром лунок или дисков (0.8 см).

Препарат
Метод 

(дискодиффузионный/ 
луночный)

Диаметр** зоны 
подавления роста, см Тест-культура

Культуральная жидкость Диски 1.60 ± 0.10 M. luteus

Лунки 2.28 ± 0.13 S. aureus

Лунки 1.26 ± 0.13 B. thermosphacta

Контроли с неинокулированной 
питательной средой

Диски 0.0 M. luteus

Лунки
Лунки

0.0
0.0

S. aureus, 

B. thermosphacta

Фракция культуральной жидкости
с колонки Amberlite в 50%-м водном 
этаноле

Лунки 1.25 ± 0.05 S. aureus

Контроль с питательной средой
и 50%-м водным этанолом

Лунки 0.90 ± 0.05 S. aureus

Этилацетатный экстракт 
культуральной жидкости в метаноле

Лунки 0.0 B. thermosphacta

Этилацетатный экстракт
культуральной жидкости в 50 мМ 
фосфатном буфере

Лунки 1.89 ± 0.06 B. thermosphacta

Биомасса клеток Лунки 1.14 ± 0.04 B. thermosphacta

Этилацетатный экстракт биомассы 
клеток в 50 мМ фосфатном буфере

Лунки 1.20 ± 0.06 B. thermosphacta

Контроли* ‒ этилацетатный
экстракт неинокулированной среды 
в метаноле или 50 мМ фосфатном 
буфере, метанол, фосфатный буфер

Лунки 0.0 B. thermosphacta
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активности в его геноме. По результатам сборки ге-
нома штамма ACA25 было получено 87 контигов
общим размером 5433563 п.о. с ГЦ-составом
71.46%, размер наибольшего контига составил
825440 п.о., значение параметра N50 – 299656 п.о.
Окончательное покрытие сборки генома составило
130×, полнота сборки – 95.7%, контаминация –
0.5%, что было достаточно для достоверной аннота-
ции и анализа генома. С помощью программного
пакета NCBI PGAP в геноме было предсказано 4475
белок-кодирующих генов. Анализ полной последо-
вательности гена 16S рРНК против базы данных
NCBI nucleotide выявил, что ближайшим род-
ственником штамма ACA25 является Streptomyces
jeddahensis с уровнем сходства последовательно-
сти гена 16S РНК 96.88%, что указывает на при-
надлежность штамма ACA25 к новому виду рода
Streptomyces. Это подтвердилось при анализе сред-
ней идентичности аминокислотных последова-
тельностей (ANI), которая составила для штамма
ACA25 ~85% с ближайшим родственным орга-
низмом (предварительный отбор наиболее близ-
кородственных организмов был произведен с по-
мощью blast-анализа последовательности гена
rpoB ACA25 против баз данных NCBI gene). Таким
образом, для дальнейшей работы этот организм
был обозначен Streptomyces sp. ACA25. Анализ ге-
нома при помощи Интернет-сервиса antiSMASH
выявил 36 различных кластеров биосинтеза вто-
ричных метаболитов (regions), в том числе, пеп-
тидов с антимикробной активностью (линариди-
на, лантипептидов, тиоамидов), поликетидных
соединений, бутиролактонов и β-лактонов, а так-
же рибосомально синтезируемых посттрансляци-
онно модифицируемых пептидов (RiPP; Arnison
et al., 2013), к которым относится известный анти-
микробный полипептид низин. Для 30 из 36 вы-
явленных кластеров программным средством
KnownClusterBlast были найдены гомологичные
кластеры биосинтеза известных антибиотиков
или цитотоксинов. Данные по кластерам биосинте-
за вторичных метаболитов Streptomyces sp. ACA25 с
наибольшей гомологией к уже известным класте-
рам указаны в табл. 1. Большинство выявленных
кластеров биосинтеза вторичных метаболитов
в геноме ACA25 кодирует различные поли-
кетидсинтазы – ключевые ферменты биосинтеза
поликетидных вторичных метаболитов, многие
из которых, в частности, доксициклин и
эритромицин, являются важнейшими антибио-
тиками. Интересно, что два кластера генов поли-
кетидсинтаз содержат также гены нерибосомаль-
ных пептидсинтаз (NRPS), определяющих биосин-
тез другого обширного класса вторичных
метаболитов – нерибосомально синтезируемых
пептидов (табл. 1).

Идентификация антимикробных соединений в
активных фракциях культуральной жидкости и кле-
ток штамма ACA25. Для выявления известных

классов антимикробных соединений во фракци-
ях культур ACA25 были использованы различные
модификации MALDI-TOF MS-анализа. В каче-
стве базы данных для идентификации результа-
тов масс-спектрометрических исследований из
предыдущих публикаций были получены значения
молекулярных масс всех антибиотиков, продукция
которых штаммом АСА25 была предсказана био-
информатическими методам (табл. 1). Прямой
анализ активного этилацетатного экстракта куль-
туральной жидкости Streptomyces sp. ACA25 вы-
явил наличие характерного пика в масс-спектре
(рис. 2а), который был также детектирован в актив-
ном экстракте биомассы клеток, но отсутствовал в
контрольных препаратах, полученных из неиноку-
лированной питательной среды и неактивной куль-
туральной жидкости, собранной после 24 ч инкуби-
рования (данные не показаны). Этот пик соответ-
ствует веществу массой 326.2 [M + H] Да и на
основании сравнения с базами данных может
принадлежать β-лактаму или хинолону. Анализ
элюата активной культуральной жидкости, полу-
ченного на гидрофобной колонке Amberlite XAD2,
также выявил в масс-спектре характерный пик
вещества массой 582.3 [M + H] Да или, собственно,
массой молекулярного иона 581.28 Да (рис. 2б).
Наиболее близкой к этому значению массой об-
ладает розамицин (581.7 Да). Предполагаемые
кластеры биосинтеза розамицина в геноме ACA25,
содержащие гены поликетидсинтаз 1 типа, выде-
лены цветом в табл. 1.

Скрининг компонентов экстрактов культураль-
ной жидкости штамма ACA25, ингибирующих бак-
териальную трансляцию. Препараты различных
фракций культур штамма ACA25 были протести-
рованы на наличие активности, ингибирующей
трансляцию у бактерий in vitro. Слабая ингибиру-
ющая активность в бесклеточной системе транс-
ляции мРНК люциферазы светлячка (Fluc) была
зафиксирована только в препарате элюата актив-
ной культуральной жидкости, полученном на
гидрофобной колонке Amberlite XAD2, высушен-
ном досуха и затем растворенном в 50%-м водном
этаноле. На целых клетках Streptomyces sp. ACA25
или на нативной культуральной жидкости такой
эффект зафиксирован не был, побочная актив-
ность экстрагентов и растворителей также отсут-
ствовала. При этом активный элюат не индуци-
ровал люциферазный репортер in vivo у тестового
штамма E. coli lptDmut. Этот штамм на только
трансформирован репортерной плазмидой pDu-
alrep2 (Osterman et al., 2016), но и имеет мутацию
в гене lptD, кодирующем один из ключевых бел-
ков сборки липополисахаридов во внешней мем-
бране. Делеция в гене lptD значительно повышает
чувствительность штамма к ряду антибиотиков,
включая высокомолекулярные соединения, такие
как тиострептон с молекулярной массой 1665 Да
(Orelle et al., 2013). Ингибирование этого высоко-
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чувствительного штамма ни для одного из препа-
ратов культуральной жидкости ACA25 и ее фрак-
ций детектировано не было.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проблема роста антибиотикорезистентности
патогенных микроорганизмов порождает интерес
к активному поиску все новых соединений, обла-
дающих антимикробной активностью, а также к
поиску их продуцентов, которые могут быть ис-
пользованы в промышленных масштабах. Большой
интерес представляют экстремофильные микроор-

ганизмы, эволюционно приспособленные к одному
или нескольким физико-химическим экстремумам
окружающей среды. С одной стороны, условия экс-
тремальных экосистем (повышенные или пони-
женные температуры, повышенная кислотность
или щелочность, высокие концентрации солей
вплоть до насыщения) накладывают дополнитель-
ные ограничения на разнообразие населяющих их
организмов и межвидовых антагонистических
взаимодействий, результатом которых и является
продукция антимикробных веществ. Однако с
другой стороны, конкуренция в таких условиях
может возрастать и стимулировать эволюцию путей

Рис. 2. Масс-спектры этилацетатного экстракта культуральной жидкости штамма ACA25 (а) и его активной фракции,
элюированной с колонки Amberlite (б). Характерные пики предполагаемых антимикробных соединений соответству-
ют массе 326.200 Да (β-лактам или хинолон; хроматограмма (а)) и 581.283 Да (розамицин или его близкий гомолог;
хроматограмма (б)).

m/z

m/z

Intensity, a.u.

×104

025

0.50

0.75

1.00

1.25

1.50

500 750 1000

655.244

582.283

525.179

1038.693

1375.705
1714.750

1917.799
2333.109

1250 1500

(б)

(а)

1750 2000 2250 2500

Intensity, a.u.

60

80

100

120

140

160

180

100 200 300

326.2

400 500 600 700 800 900



274

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 92  № 3  2023

ГАВРИЛОВ и др.

биосинтеза антимикробных соединений узкого
спектра действия, но повышенной устойчивости и
активности. Неудивительно, что такие вещества,
галоцины, были обнаружены уже в первых рабо-
тах, посвященных поиску новых продуцентов ан-
тибиотиков среди экстремофилов, а именно, среди
галофилов (Rodríguez-Valera et al., 1982). Несмотря
на то, что спектр активности антимикробных со-
единений, продуцируемых галофильными архея-
ми, оказался далек от практически значимого для
человека (эти вещества активны, в основном,
против других галофильных микроорганизмов),
поиск новых вторичных метаболитов экстремо-
фильных микроорганизмов продолжился и к насто-
ящему времени уже выявил несколько соединений,
активных против бактериальных и грибковых пато-
генов (Birbir et al. 2004, 2007, Quadri et al., 2016).

В настоящее время развиваются несколько
стратегий поиска новых антибиотиков – биоин-
форматический поиск генных кластеров биосинте-
за вторичных метаболитов в геномах отдельных
микроорганизмов или метагеномах разнообразных
микробных сообществ; классический микробиоло-
гический способ получения накопительных и чи-
стых культур новых продуцентов антибиотиков с
последующим выделением и идентификацией их
антимикробных соединений; поиск новых веществ,
образуемых известными продуцентами или близко-
родственными им микроорганизмами. В нашей ра-
боте мы применили каждый из этих подходов к
трем различным группам экстремофильных микро-
организмов и их сообществ. Биоинформатический
поиск путей биосинтеза вторичных метаболитов
был применен к метагеномам микробных сооб-
ществ подземных термальных хлоридно-гидрокар-
бонатных натриевых минеральных вод. Скрининг
антимикробной активности был проведен среди
психрофильных накопительных культур, полу-
ченных из глубинных холодных океанских осад-
ков. Кроме того, были идентифицированы классы
антимикробных соединений, продуцируемых но-
вым натронофильным изолятом рода Streptomyces,
выделенным из содовых солончаков.

Биоинформатический поиск выявил несколь-
ких новых потенциальных продуцентов антимик-
робных соединений в микробных сообществах
минеральных вод типов Ессентуки № 4 и № 17.
Интересно, что большинство потенциальных
продуцентов относится к некультивируемым так-
сонам, для которых ранее антимикробная актив-
ность не была показана даже на уровне геномов.
Так, в сообществе минеральной воды Ессентуки
№ 4 скважины 46 ЕММВ среди предполагаемых
продуцентов антимикробных соединений оказа-
лись некультивируемые нитроспиры порядка Ther-
modesulfovibrionales, некультивируемые актиноми-
цеты порядка RBG-13-55-18, некультивируемые
археи филума Aenigmatarchaeota, класса Bathyar-
chaeia филума Thermoproteota, а также порядков

Methanomicrobiales, Methanocellales и группы ANME-
1-THS филума Halobacteriota (табл. 1). В настоящее
время антимикробная активность показана только
для представителей Halobacteriota, эволюционно
далеких от вышеупомянутых групп метаногенов и
метанотрофов (Singh, Singh, 2017). Тем не менее,
с помощью программных средств MIBiG cluster
comparison и KnownClusterBlast Интернет-сервиса
antiSMASH были выявлены кластеры биосинтеза
известных антибиотиков и цитотоксинов, гомо-
логичные кластерам, детектированным нами у
некультивируемых групп бактерий и архей (табл. 1),
хотя уровень гомологии был ожидаемо низким.
Интересно, что потенциальные продуценты анти-
биотиков присутствуют в природных микробных
сообществах минеральных вод типов Ессентуки
№ 4 и № 17, используемых в лечебных целях. Ранее
имелись единичные сообщения об антимикробной
активности представителей рода Pseudomonas, де-
тектированных в бутилированных минеральных
водах, однако прямая связь между активностью
соответствующих штаммов в чистой культуре и в
микробном сообществе минеральной воды про-
слежена не была (Leclerc, da Costa, 2005).

Скрининг антимикробной активности
психрофильных накопительных культур, расту-
щих при повышенной солености океанской во-
ды, выявил микробные сообщества с антагони-
стической активностью против P. aeruginosa. Фи-
логенетический анализ этих накопительных
культур показал отбор в них нескольких филоти-
пов класса Desulfuromonadia (рис. 1), для которых
ранее также не была показана способность к про-
дукции антимикробных соединений. Анализ гено-
мов бактерий, филогенетически наиболее близких
к обнаруженным филотипам, выявил кластеры
биосинтеза вторичных метаболитов с потенциаль-
ной антимикробной активностью (табл. 1), что
позволяет предположить способность к продук-
ции антибиотиков представителями рода Geopsy-
chrobacter и новой некультивируемой группы
внутри Desulfuromonadia с ближайшим родствен-
ным секвенированным организмом рода Syntro-
photalea, накопившимися в полученных нами
культурах 23-2 и 24-2.

Наиболее стабильная антимикробная актив-
ность широкого спектра действия была детекти-
рована у натронофильного стрептомицета штамма
ACA25, который был отнесен нами к новому виду
рода Streptomyces на основании геномного анали-
за. Этот результат был вполне ожидаем для акти-
номицета, выделенного из почвенного образца.
Характерен и факт наличия выраженной антимик-
робной активности исключительно по отношению
к грамположительным бактериям у Streptomyces sp.
ACA25. Это является достаточно распространен-
ным свойством стрептомицетов (Quinn et al., 2020;
Al-Shaibani et al., 2021). Все известные к настоя-
щему времени антибиотики бактерий рода Strep-
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tomyces включают в себя 5 классов веществ по ме-
ханизму антибактериального действия или
8 классов веществ, различных по своей химиче-
ской структуре. Стрептомицеты продуцируют ан-
тибиотики, подавляющие ДНК-топоизомеразу
(хинолоны), ДНК-зависимую РНК-полимеразу
(рифамицин), биосинтез клеточной стенки (ванко-
мицин), рибосомальный синтез белков (стрепто-
мицин, канамицин), а также антибиотики, изме-
няющие проницаемость клеточных мембран
(даптомицин). В структурном отношении боль-
шая часть антибиотиков стрептомицетов отно-
сится к пептидам. К концу XX в. было описано
несколько сотен пептидных антибиотиков (Han-
cock, Chapple, 1999), в их числе продуцируемые
актиномицетами липопептиды, 2,5-дикетопипе-
разины (ДКП), димерные пептиды, нуклеозидные
пептиды, тиоамитиды (тиоамидсодержащие пеп-
тиды), тиопептиды, пептиды лассо (также иногда
называемые лариатными пептидами) и типичные
циклические пептиды. Большинство пептидных
антибиотиков синтезируется нерибосомально.
Известны среди них и рибосомально синтезируе-
мые, посттрансляционно модифицируемые пеп-
тиды (RiPP), например, лантибиотики (Arnison et
al., 2013).

В геноме натронофила Streptomyces sp. ACA25
нами были выявлены пути биосинтеза пептидных
антибиотиков, в том числе, был обнаружен ген-
ный кластер, практически идентичный кластеру
биосинтеза лантибиотика SapB (Kodani et al.,
2004), продуцируемого штаммом A3(2) S. coelicol-
or, а также генные кластеры, кодирующие поли-
кетидсинтазы трех различных типов (T1-3PKS) и
путь биосинтеза непептидных антибиотиков
класса β-лактамов (табл. 1). Полученные геномные
данные соотносятся с результатами идентифика-
ции двух различных классов антимикробных соеди-
нений в экстрактах культуральной жидкости и кле-
ток штамма ACA25. В активном этилацетатном
экстракте культуральной жидкости и биомассы
было детектировано вещество, относящееся к
классам β-лактамов или хинолонов (рис. 2а). В то
же время, в хроматографической фракции куль-
туральной жидкости после ее разделения на гид-
рофобной колонке было детектировано веще-
ство, идентичное по своей массе розамицину,
синтез которого обуславливается активностью
поликетидсинтаз 1 типа (рис. 2б). В геноме штамма
ACA25 нами были обнаружены кластеры биосинте-
за обоих этих классов антимикробных соединений
(табл. 1). Розамицин представляет собой жирорас-
творимый основной макролид, сходный с эрит-
ромицином. У этого вещества есть липидный
хвост, что обусловливает его гидрофобность и,
следовательно, возможность связываться с гид-
рофобной фазой хроматографической колонки.
Известно, что розамицин обладает большей ак-
тивностью в отношении грамотрицательных бак-

терий (Rfimann, Jaret, 1972; Waitz et al., 1972). В
наших экспериментах большинство фракций и
препаратов культур штамма ACA25 были неактив-
ны против них. Однако одна из активных хромато-
графических фракций культуральной жидкости
все же проявила слабую активность ингибирова-
ния трансляции in vitro в бесклеточной системе,
что косвенно подтверждает наличие некоего го-
молога розамицина в смеси продуцируемых штам-
мом ACA25 антимикробных соединений. Тем не
менее, противомикробные свойства этого орга-
низма нельзя в полной мере объяснить синтезом
именно розамицина, что дает основания предпо-
ложить продукцию новых веществ, сходных по
химическому составу с розамицином, но отлича-
ющихся по спектру действия. Этот факт, а также
отсутствие в полученных нами активных фракци-
ях пептидных антибиотиков, биосинтез которых
детерминирован в геноме Streptomyces sp. ACA25,
говорит о необходимости продолжения работ по
изучению всего спектра антимикробных соеди-
нений, продуцируемых этим микроорганизмом.

В целом, результаты нашего поиска новых
продуцентов антимикробных соединений пока-
зали, что даже потенциал стрептомицетов в этом
отношении еще не исчерпан, и можно ожидать
обнаружения как новых, так и уже известных ан-
тимикробных соединений с различным спектром
активности, продуцируемых экстремофильными
представителями рода Streptomyces. Кроме того,
более широкий скрининг микробных сообществ,
приспособленных к разнообразным физико-хими-
ческим экстремумам среды, в частности, к высокой
солености в сочетании с одним или несколькими
другими критическими для развития жизни фак-
торами, позволяет выявить потенциальных про-
дуцентов совершенно новых антимикробных ве-
ществ, многие из которых могут представлять со-
бой новые классы соединений по своей структуре
и спектру биологической активности. При этом,
сочетание геномных и культуральных методов
скрининга является, на наш взгляд, наиболее эф-
фективной стратегией поиска продуцентов новых
антибиотиков. Так, выявленные генные кластеры
биосинтеза вторичных метаболитов у представи-
телей некультивируемых групп микроорганизмов
могут быть использованы для получения рекомби-
нантных штаммов-продуцентов новых антимик-
робных соединений. В то же время, накопительные
культуры с антимикробной активностью можно
использовать как для получения и характеристи-
ки чистых культур новых продуцентов, так и для
получения рекомбинантных штаммов-продуцен-
тов на основе геномных данных.
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Abstract—The recent increase of antibiotic resistance in pathogenic microorganisms stimulated interest in
the search for new antimicrobial compounds and their producers. Among the latter, halophilic microorgan-
isms are considered to be the most promising group, since actinomycetes, producers of the majority of the
known clinically important classes of antibiotics, are widely represented in this group. The present work re-
ports the results of the search with three different approaches for new antimicrobial compounds in halophilic
and halotolerant microorganisms inhabiting three different types of extreme ecosystems. Metagenomic anal-
ysis of microbial communities of subsurface thermal mineral waters revealed biosynthetic clusters of putative
antimicrobial compounds, which belong to bacteria and archaea of uncultured lineages. Enrichment cultures
with antimicrobial activity were obtained from the cold, deep oceanic sediments; analysis of their phyloge-
netic diversity resulted in identification of the potential producers of antimicrobial compounds as the mem-
bers of class Desulfuromonadia. Finally, antimicrobial activity of a new species of soil natronophilic strepto-
mycetes, Streptomyces sp. ACA25, was characterized; it was active only against gram-positive bacteria. The
genome of this organism was sequenced, and the pathways for biosynthesis of polypeptide, polyketide, and
beta-lactam antibiotics were identified. Active fractions of the ACA25 culture, containing antimicrobial com-
pounds of polyketide and beta-lactam nature, were obtained. The active polyketide was identified as rosamy-
cin, an antibiotic of the macrolide structural group. However, the fact that it did not inhibit bacterial transla-
tion highlighted structural differences between the new polyketide and rosamycin.

Keywords: extremophiles, halophiles, Streptomyces, novel antibiotics, archaeal antimicrobial activity
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