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Surveillance of S. enterica serovar Enteritidis out breaks  

by molecular genetic typing methods 

During an outbreak of salmonellosis in Korelichi, Grodno region nine cul-

tures of S. enterica serovar Enteritidis were processed originated from patients 

(7 isolates) and from surfaces of refrigerator and cutting board for a cooked food 

(2 isolates). Methods of RAPD-PCR, ERIC-PCR, and MLVA were applied to 

detect similarities and differences of S. enterica serovar Enteritidis, isolated 

from different sources. All tested salmonella isolated from different sources in 

Korelichi were identical. Molecular genetic typing methods were shown to be 

highly informative in surveillance of salmonellosis outbreaks.  
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Для кожных секретов прудовой лягушки (Rana esculenta) характерно 

наличие антимикробного пептида (АМП) эскулентина-1b размером  

46 аминокислотных остатков. Этот белок проявляет высокую активность  

в отношении грамотрицательных и грамположительных бактерий [1].  

Согласно литературным источникам [2, 3], эскулентин получают либо  

путем химического синтеза, либо путем рекомбинантной экспрессии в бак-

териальных клетках в составе фьюжн-белков.  

Эскулентин-С от эскулентина-1b отличается тем, что содержит лей-

цин вместо метионина в 28 позиции и дополнительный метионин в 47 по-

зиции (замена M28L). Для получения эскулентина-С (Esc-C) в качестве 

фьюжн-партнёра может выступать лизирующий фермент бактериофага К 

длиной 495 аминокислотных остатков (LysK), который проявляет специ-

фическую литическую активность в отношении антибиотикоустойчивых 

штамммов золотистого стафиллококка S. aureus [4]. Данный белок по раз-

меру на порядок превосходит эскулентин и эффективно экспрессируется  

в клетках E. coli [1].  

Целями работы являлись оптимизация индукции экспрессии гибрид-

ного гена Esc-CLysKHis в клетках бактерий E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-
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RIPL и оценка возможности получения целевого белка в растворимой 

форме при 37 °C. 

Материалы и методы 

Рекомбинантная плазмида pET-Esc-CLysKHis, полученная в НИЛ 

биотехнологии кафедры микробиологии биологического факультета БГУ, 

содержала гибридный ген Esc-CLysKHis, клонированный по сайтам ре-

стрикции Nde I и Xho I. 

Штамм E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL (F' ompT hsdS (rBmB) 

dcm+Tetr gal λ (DE3) endA Hte [argU proL Camr] [argU ileY leuW Strep/Specr] 

из коллекции кафедры микробиологии биологического факультета БГУ 

использовали для индуцибельной экспрессии гибридного гена. 

Клонирование гибридного гена в клетках E. coli и ДСН-ПААГ-

электрофорез суммарных клеточных белков проводили согласно [5, 6]. 

Экспрессию генов индуцировали путем добавления ИПТГ в LB-бульоне  

в течение 4 ч при 37 °C. Бактериальные клетки разрушали гомогенизато-

ром высокого давления «Panda Plus» (Италия) (1000 бар). Процентное со-

держание белков оценивали при анализе фотографий окрашенных полиак-

риламидных гелей при помощи пакета программ TotalLab TL120 1D v2009 

(Nonlinear Dynamics Ltd., Великобритания). 

Результаты и обсуждение 

Гибридный ген Esc-CLysKHis, клонированный по сайтам рестрикции 

Nde I и Xho I в составе экспрессионного вектора pET-24b(+), кодирует 

фьюжн-белок, который состоит из эскулентина-С и эндолизина стафило-

коккового бактериофага К, который находится на С-конце белка. LysK 

снабжен гистидиновой меткой для металл-хеллатной хроматографической 

очистки фьюжн-белка.  

Рекомбинантной плазмидой pET-Esc-CLysKHis трансформировали 

бактерии E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL. В результате индукции экс-

прессии гена Esc-CLysKHis и последующего электрофоретического анали-

за суммарных клеточных белков E. coli зафиксировали белковый продукт, 

по массе равный 60,5 кДа, что соответствует размеру белка Esc-CLysKHis. 

При проведении оптимизации экспрессии гибридного гена установи-

ли, что наибольший выход фьюжн-белка (около 14 % от общего количе-

ства клеточного белка) наблюдается при оптической плотности культуры 

0,8 (λ 600 нм) и концентрации ИПТГ 0,5 ммоль/л. 

Для оценки возможности получения белка в растворимой форме клет-

ки штамма-продуцента фьюжн-белка после индукции разрушали и при 

помощи ДСН-ПААГ электрофореза анализировали отцентрифугированный 

лизат (рис.). 

В том случае, если белок Esc-CLysKHis нерастворим и образует тельца 

включения, он должен локализоваться преимущественно в осадке, а если 

накапливается в растворимой форме — то в супернатанте клеточного лизата. 
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Как видно из электрофореграммы, в основном целевой белок Esc-CLysKHis 

находится в осадке, что свидетельствует об образовании им телец включе-

ния при температуре культивирования штамма-продуцента 37 °С. 

 

Рис. Электрофореграмма суммарных клеточных белков E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-

RIPL Дорожки:  

1 — маркер молекулярного веса Blue wide Range Protein Ladder («Cleaver Scientific 

Ltd.»); 2 — pET-Esc-CLysKHis (осадок клеточного лизата); 3 — pET-Esc-CLysKHis 

(надосадок  клеточного  лизата);  4 — pET-Esc-CLysKHis  без индукции.  Стрелкой обо- 

значен целевой белок массой 60,5 кДа 

 

Выводы 

1. В результате оптимизации экспрессии гена Esc-CLysKHis в клетках 

бактерий E. coli BL21-CodonPlus(DE3)-RIPL установлено, что наибольший 

выход продукта от общего белка клетки наблюдался при значении оптиче-

ской плотности бактериальной культуры 0,8 (λ 600 нм) и концентрации 

ИПТГ равной 0,5 ммоль/л. 

2. Выявлено, что фьюж-белок Esc-CLysKHis при температуре культи-

вирования штамма-продуцента, равной 37 °С, синтезируется в нераство-

римой форме. 
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Production of antimicrobial peptide esculentin and phage K endolysin  

as a fusion protein 

Poly-His-tagged phage K endolysin (LysKHis) was chosen as the C-ter-

minal fusion partner for esculentin-C (Esc-C) (C-terminus of Esc-C fused to  

the N-terminus of LysKHis). E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIPL was trans-

formed with pET-Esc-CLysKHis recombinant vector. We carried out optimiza-

tion of gene expression and showed that expression of the hybrid gene at 37 °C 

leads to intracellular accumulation of Esc-CLysKHis protein (60.5 kDa) in in-

clusion bodies form. 
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Открытие антибиотиков является одним из величайших достижений 

медицины XX в. Однако первые случаи резистентности бактерий к анти-

бактериальным препаратам были зафиксированы практически сразу после 

появления данных средств. С 1990-х гг. ХХ в. количество резистентных 

микроорганизмов неуклонно нарастает [1]. В связи с появлением и усиле-

нием данной проблемы в 2001 г. ВОЗ был принят и опубликован фунда-

ментальный документ «Глобальная стратегия по сдерживанию антимик-

робной резистентности». Важным пунктом этого документа являются 

принципы рациональной антибиотикотерапии, в которых говорится  

о необходимости применения антибиотиков по результатам антибиотико-

граммы и необходимости проведения такого учета в отделении, лечебно-

профилактических учреждениях и регионе в целом [2–4]. Такой монито-

ринг стал проводиться в большинстве стран мира, в том числе и в лечеб-

ных учреждениях Беларуси. Однако данные мероприятия достаточно тру-

доемки и требуют высоких материальных затрат. 


