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Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) ‒ наиболее известный подвид кристаллобразующих энто-
мопатогенных бактерий, используемых для контроля численности кровососущих комаров. В дан-
ной работе нами были изолированы три штамма Bti 4369, 4929 и 4999 из кишечников природной 
популяции личинок кровососущих комаров Aedes flavescens. Идентификация бактериальных изо-
лятов по гену 16S rRNA и определение серотипа выявили принадлежность штаммов к Bt subsp. 
israelensis H14. Штаммы имели различия в морфологии бактериальных колоний, ряда биохими-
ческих характеристик и профилей белковых эндотоксинов. Выделенные штаммы Bti 4369 и 4999 
показали высокую инсектицидную активность в отношении личинок Culex pipiens pipiens и Aedes 
aegypti, значения LC50 которых через 24 ч после воздействия составили 1.47‒2.26 × 108 спор/
мл. Для штамма Bti 4929 LC50 составило 32.7‒35.9 × 108 спор/мл. Выделенные штаммы Bacillus 
thuringiensis subsp. israelensis имеют высокий потенциал для создания биопрепаратов для контроля 
численности кровососущих комаров.
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Bacillus thuringiensis (Bt) известны инсекти-
цидной активностью по  отношению к  насеко-
мым разных отрядов (Schnepf et  al., 1998; Van 
Frankenhuyzen, 2013) и безопасны для позвоноч-
ных животных (McClintock et al., 1995). Bt широко 
распространены, входят в микробные сообщества 
различных экологических ниш, таких как почва 
и вода, а также микробиота насекомых и растений 
(Raymond et al., 2010). Bt составляют основу боль-
шинства биопрепаратов для контроля численно-
сти насекомых-вредителей сельского и лесного 
хозяйства (Kumar et al., 2021).

Токсичность Bt обусловлена присутствием пара-
споральных белковых включений, содержащих ток-
сины (Cry и Cyt). Дельта-эндотоксины формируются 
на стадии споруляции бактерий. Cry и Cyt токсины 
представляют собой два класса кристаллических эн-
дотоксинов (Höfte, Whiteley, 1989), формирование 
которых происходит в соответствии с генетическим 
профилем бактерий Bt (Reyes-Ramirez, Ibarra, 2005). 

В результате ограниченного протеолиза в кишеч-
нике насекомых происходит активация протокси-
на (дельта-эндотоксина) с образованием активного 
токсина, который непосредственно взаимодействует 
с рецепторами эпителиального слоя кишечника, что 
в дальнейшем приводит к образованию пор. Данные 
процессы приводят к цитолизу, нарушению целост-
ности среднего отдела кишечника и, как следствие, 
проникновению бактерий в  гемоцель насекомых. 
При этом следует отметить, что в гемоцель проника-
ют не только Bt, но и бактерии микробиоты, что за-
канчивается септицемией (Bravo et al., 2007).

Bt subsp. israelensis (Bti) – наиболее известный 
подвид, обладающий Cry и  Cyt эндотоксинами 
(Ben-Dov, 2014; Valtierra-de-Luis et al., 2020). Bti про-
дуцирует четыре основных Cry токсина, высокоспе-
цифичных для комаров (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa 
и Cyt1Aa) (De Maagd et al., 2001; Fernández-Chapa 
et al., 2018). В то время как Cyt токсины Bti облада-
ют токсичностью для Diptera (De Maagd et al., 2003; 
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Federichi et al., 2006) и могут быть нетоксичными 
для них, они способны усиливать токсичность Cry 
(Wu, Chang, 1985; Crickmore et al., 1995; Pérez et al., 
2005; Canton et al., 2011; Soares-da-Silva et al., 2017).

Кровососущие комары р. Culex и Aedes являют-
ся переносчиками возбудителей заболеваний че-
ловека, а также могут играть существенную роль 
в  трофических цепях различных гидробионтов 
(Onen et al., 2023). Данные виды распространены 
повсеместно, в том числе на территории России 
(Мирзаева и соавт., 2007; Гаджиева, 2021; Халин 
и соавт., 2021). Для комаров Culex и Aedes харак-
терна высокая резистентность к действию хими-
ческих инсектицидов (Liu et  al., 2015), в  связи 
с  чем актуально использование биопрепаратов 
на  основе Bti. Bti широко применяется во  всем 
мире в различных препаративных формах (Becker 
et al., 2003; Bravo et al., 2011). Генетическое раз-
нообразие Bti может в значительной мере разли-
чаться в зависимости от региона происхождения 
бактерий. При производстве бактериальных пре-
паратов постоянно стоит проблема сохранности 
не только генетического однообразия бактерий, 
но и сохранения их инсектицидной активности, 
которая может быть утеряна при длительной се-
лекции Bti по  тем или иным причинам. В  этой 
связи поиск высокоактивных штаммов Bti до сих 
пор остается актуальной задачей для исследователей 
во всем мире.

В данной работе были идентифицирова-
ны и охарактеризованы новые штаммы Bt  subsp. 
israelensis, определена их  инсектицидная актив-
ность в отношении личинок кровососущих кома-
ров A. aegypti и C. pipiens pipiens.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
ИССЛЕДОВАНИЯ

Личинки комаров Aedes f lavescens были ото-
браны во  временных водоемах, образованных 
в результате таяния снега с акваторией ~1500 м2 
(30  м  ×  50  м) и  уровнем воды от 10 до 40 см, 
в  Западной части города Новосибирска, Россия 
(N 55.001537°, E 82.778913°).

В стерильных лабораторных условиях на  льду 
у личинок комаров A. flavescens с признаками разви-
тия бактериоза извлекали средний отдел кишечни-
ка с содержимым и помещали в стерильный 150 мМ 
NaCl. После механической гомогенизизации суспен-
зии пастеризовали (12 мин при 80°С) и инокулиро-
вали на поверхность рыбно-пептонного агара (РПА) 
состава (г/л дистиллированной воды): 4 ‒ рыбного 
гидролизата, 7 ‒ пептона, 5 ‒ хлорида натрия, 15 ‒ 
агар-агара; рН 7.3 ± 0.2. Через 4 сут инкубации при 
температуре 28°С проводили произвольный отбор 
отдельных бактериальных колоний и рассевали ме-
тодом истощающегося штриха на РПА.

Трем типам колоний, выделенных в  чистую 
культуру, были присвоены номера 4369, 4929 
и 4999. Морфологические характеристики бакте-
риальных колоний и клеток изучали через 6 сут 
культивирования при 28°С. Морфологию клеток 
бактерий, а также соотношение спор и кристаллов 
изучали в микробиологических препаратах окра-
шенных 5%-м водным раствором эозина с помо-
щью световой микроскопии (иммерсионный объ-
ектив ×100, Axsioscop 40 с видеокамерой AmScope.
com FMAO50 в программе Topview (“Carl Zeiss”, 
Германия).

Биохимические свойства исследуемых штаммов 
бактерий 4369, 4929 и 4999 характеризовали по ме-
тоду Барджака и соавт. (De Bardjac, Bonnefoi, 1962, 
1973). Серологическую принадлежность бактерий 
определяли с помощью иммунных сывороток, по-
лученных в  лаборатории патологии насекомых 
ИСиЭЖ СО РАН. Электрофоретическое разделе-
ние белковых Cry и Cyt токсинов для определения 
их молекулярного веса определяли в споро-кри-
сталлической смеси 6-сут культур бактерий. Элек-
трофоретическое разделение проводили в  при-
сутствии 0.1% додецилсульфата натрия в 10% 
полиакриламидном геле (Laemmli, 1970) с  по-
следующим окрашиванием раствором Кумасси 
R-250. Спектр молекулярного веса белков опре-
деляли колориметрическим методом в биоанали-
заторе (“Agilent”, США). В качестве стандартов 
молекулярного веса был использован белковый 
маркер (8‒200 кДа) (“Servicebio”, Китай).

Идентификацию бактериальных изолятов гена 
16S рРНК проводили по методике, описанной ра-
нее (Chertkova et al., 2023). Секвенирование фраг-
мента гена 16S рРНК проводили с использованием 
праймеров 27F (5ꞌ-AGA GTT TGA TCA TGG CTC 
AG-3ꞌ) (Weisburg et al., 1991) и 1492R (5ꞌ-CCC TAC 
GGT TAC CTT GTT AGG ACT-3ꞌ). Последователь-
ности генов 16S рРНК штаммов 4369, 4929 и 4999 
были внесены в базу данных GenBank под номера-
ми доступа PP396075, PP396076 и PP396077. Полу-
ченные эталонные последовательности из GenBank 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) были выровнены 
в BioEdit.

Инсектицидную активность штаммов 4369, 4929 
и 4999 сравнивали в серии биотестирований в от-
ношении двух видов личинок комаров A. aegypti 
и  C. pipiens pipiens из  естественных мест обита-
ния. Для инфицирования использовали суспен-
зии штаммов 4369, 4929, 4999. Суспензии готовили 
в 150 мМ NaCl из лиофилизата 6-сут культур бакте-
рий. Суспензии (от 4.1 × 107 до 8.2 × 109) вносили 
в 100-мл садки с личинками комаров в III личиноч-
ной стадии развития (15 личинок на 1 повторность). 
В контроле в садки вносили 150 мМ NaCl. Каждый 
биоанализ включал 5 концентраций в трех биоло-
гических повторностях в трех повторениях. Период 
наблюдения составил 24 ч.



872	 ХОДЫРЕВ и др.

МИКРОБИОЛОГИЯ том 93 № 6 2024

Размер колоний представлен как среднее ± 
стандартная ошибка. Полулетальные концентра-
ции (LC50) определяли методом Спирмена‒Кар-
бера (TSK).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Предварительная пастеризация позволила вы-
делить из содержимого среднего кишечника ли-
чинок A. flavescens крупные колонии с характер-
ной для Bt  морфологией колоний и  наличием 
вегетативных клеток со спорами и кристаллами. 
Трем типам изолированных колоний были при-
своены номера 4369, 4929 и 4999. Данные колонии 
имели общие признаки в виде серо-белой окраски 
и мелкозернистой поверхности, округлой формы 
и плоского профиля, сухой консистенции, отсут-
ствия запаха и прозрачности (рис. 1а‒1в).

Отличными признаками для исследуемых 
колоний выступали их  размер и  тип края. Так, 
штамм 4369 формировал бактериальные колонии 
диаметром 25.5 ± 0.2 мм с волнистым типом края, 
4999 – диаметром 24.2 ± 0.5 мм и зубчатым краем. 

Штамм 4929 имел значительно меньший размер 
колоний по сравнению со штаммами 4369 и 4999 
и ровный край колоний (рис. 1а‒1в).

Микроскопический анализ шестисуточных бак-
териальных культур показал однородность исследуе-
мых штаммов, присутствие округлых спор и наличие 
кристаллических включений (рис. 2а‒2в).

Вегетативные клетки в  микробиологических 
препаратах отсутствовали. Морфология кристалли-
ческих включений была схожа с кристаллическими 
включениями Bti. Важно отметить, что в микробио-
логических препаратах штамма Bti 4929 преимуще-
ственно присутствовали кристаллические вклю-
чения, значительно более мелкие по  сравнению 
со спорами (рис. 2б).

Исследуемые штаммы Bti 4369, 4929 и 4999 были 
охарактеризованы по основным биохимическим 
признакам (табл. 1).

Все штаммы – грамположительные факультатив-
ные анаэробы. Общими признаками для штаммов 
4369, 4929 и 4999 выступали способность к образо-
ванию ацетилметилкарбинола, лецитиназы и ката-
лазы, способность к гидролизу крахмала и казеи-
на, а также к восстановлению нитратов в нитриты, 

Рис. 1. Сравнительная морфологическая оценка 6-сут бактериальных колоний Bt  subsp. israelensis, выделенных 
из среднего отдела кишечника личинок Aedes flavescens: а ‒ 4369; б ‒ 4929; в ‒ 4999.

Рис. 2. Микроскопический анализ (×100, Axsioscop 40) 6-сут бактериальных колоний Bt subsp. israelensis, выделенных 
из среднего отдела кишечника личинок Aedes flavescens: а ‒ 4369; б ‒ 4929; в ‒ 4999.
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отсутствие способности к  утилизации салицина, 
к образованию щелочи на цитратно-солевом агаре, 
уреазы и пигмента. Отдельными отличительными 
признаками для штамма Bti 4999 выступали отсут-
ствие способности сбраживать сахарозу и образо-
вывать кислоту при утилизации маннитола.

Серологическая диагностика показала при-
надлежность штаммов Bti 4369, 4929 и 4999 к H14 
серологическому варианту Bti.

Результаты электрофореграммы споро-кристал-
лических смесей исследуемых штаммов Bt 4369, 
4929 и 4999 показали присутствие эндотоксинов 
с молекулярными весами от 17 до 135 кДа (рис. 3).

Полипептид с молекулярным весом 23 кДа при-
сутствовал на электрофореграмме для всех иссле-
дуемых штаммов. Штамм Bt 4369 имел два мажор-
ных белка весом 30 и 55 кДа и ряд минорных бел-
ков весом 20, 30, 45, 135 кДа. Для штамма Bt 4929 
результаты электрофореграммы показали кроме 
белка весом 23 кДа, присутствие второго мажорно-
го белка весом 30 кДа и нескольких минорных бел-
ков с молекулярным весом 45, 54, 66 кДа. В свою 
очередь, для штамма Bt 4999 были выявлены до-
полнительные белки с молекулярным весом 30, 43, 
48, 55 кДа. Полипептиды с молекулярным весом 
23 кДа относятся к классу Cyt эндотоксинов, из-
вестны ларвицидной активностью по отношению 
к  личинкам двукрылых и могут присутствовать 
у разных видов р. Bacillus (например, B. thuringien-
sis subsp. kyushuensis, B. thuringiensis subsp. medellin, 

B. licheniformis) (Ishii et al., 1994; Orduz et al., 1996; 
Yan et al., 2007). Геном штаммов Bt может содер-
жать до двенадцати генов cry и cyt, однако не все 
из них экспрессируются (Ma et al., 2023). Экспрес-
сия эндотоксина приводит к вариативности бел-
кового профиля с уникальными комбинациями 
эндотоксинов для отдельно взятых изолятов (Ben-
Dov et al., 1997; Sur et al., 2003; Bravo et al., 2011), 
что может быть обусловлено экологическими ус-
ловиями происхождения штамма (Baig et al., 2010; 
Shishir et al., 2014; Mishra et al., 2017). Зачастую 
кристалл эндотоксина Bti содержит четыре ос-
новных полипептида, обладающих молекулярной 
массой 27, 72, 128 и 135 кДа, которые кодируются 
генами Сyt1Aa, Сry11Aa, Сry4B и Сry4A (Federici 
et al., 1990).

Для исследуемых штаммов Bt 4369, 4929 и 4999 
была проведена идентификация с использовани-
ем секвенирования гена 16S рРНК. Результаты 
BLAST-анализа полученных последовательностей 
гена 16S рРНК и сравнение нуклеотидных после-
довательностей с базами данных GenBank NCBI 
(покрытие 99‒100%, идентичность 99.79‒100%; 
NR_114581.1  / NR_043403.1) подтвердили при-
надлежность всех исследуемых штаммов бактерий 
к виду B. thuringiensis (табл. 2).

Сравнительный анализ инсектицидной ак-
тивности LC50 для штаммов Bti 4369, 4929 и 4999 
был проведен на  комарах двух видов A. aegypti 
и C. pipiens pipiens (табл. 3).

Таблица 1. Биохимические характеристики исследуемых штаммов Bt  subsp. israelensis, выделенных 
из кишечника личинок Aedes flavescens

Тест Изолят
4369 4929 4999

Рост на среде:
питательный агар + + +
триптико-соевый агар + + +
Образование кислоты из:
D-маннитол + + ‒
сахароза ‒ ‒ +
Гидролиз:
желатиназа + + +
салицин + ‒ ‒
Продукция:
ацетилметилкарбинол + + +
каталазы + + +
амилазы + + +
лецитиназы + + +
Протеолитическая активность + + +
Редукция нитратов в нитриты + + +
Уреаза ‒ ‒ ‒
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Результаты биотестирований показали, что ли-
чинки L3 C. pipiens pipiens более чувствительны 
к действию выделенных штаммов, по сравнению 
с L3 A. aegypti. Полулетальные концентрации (LC50) 
штамма 4999 для C. pipiens pipiens и A. aegypti соста-
вили 1.58 × 10-4 и 1.75 × 10-4 мкг/мл соответственно. 

Штамм 4369 был в 1.47‒1.62 раза менее эффек-
тивен по  сравнению со  штаммом 4999. Значе-
ния LC50 для штамма 4369 в отношении личинок 
C. pipiens pipiens и A. aegypti составили 1.39 × 10–4 

и 2.26 × 10–4 мкг/мл соответственно. Штамм 4929 
обладал наименьшей инсектицидной активно-
стью из  всех исследуемых штаммов Bti. Однако 
результаты биотестирования показали несколько 
большую (×1.1) активность штамма 4929 по  от-
ношению к личинкам C. pipiens pipiens, по сравне-
нию с A. aegypti. Значения LC50 для штамма 4929 
составили 32.7 × 10–4 и 35.9 × 10–4 мкг/мл для ли-
чинок A. aegypti и C. pipiens pipiens соответственно, 
что оказалось в 15.9‒22.2 раза ниже, по сравнению 
со штаммом 4999. Сравнительный анализ получен-
ных результатов показал, что выделенные из ки-
шечников личинок комаров штаммы Bti 4369, 4929 
и 4999 имеют гораздо большую инсектицидную 
активность по  отношению к  личинкам комаров 
р. Culex и Aedes, по сравнению с опубликованными 
ранее данными других исследовательских групп. 
Так, полученные нами значения LC50 в отноше-
нии личинок комаров р. Aedes и Culex для штам-
мов Bti 4369, 4929 и 4999 находились в диапазоне 
1.62‒35.9 × 10–4 мкг/мл, что в 2.3‒38 раз превыша-
ло инсектицидную активность Bacillus thuringiensis 
LBIT315 и LBIT348 в работе Ibarra et al. (2003), где 
LC50 для штамма LBIT315 в отношении A. aegypti 
составила 4.12 мкг/мл, а для LBIT348 в отношении 
C. quinquefasciatus – 6.61 мкг/мл (Ibarra et al., 2003). 
Кроме того, инсектицидная активность штаммов 
Bti 4369, 4929 и 4999 на три‒четыре порядка превы-
шала значения LC50 для восьми штаммов Bti, вы-
деленных из почв в Китае, в отношении личинок 
комаров р. Culex, где диапазон значений LC50 со-
ставил 1.4‒28.5 мкг/мл (Ma et al., 2023) и на один‒
два порядка для эндофитного штамма Bti в отно-
шении личинок Aedes, где значения LC50 составили 
17.4 нг/мл (García-Suárez et al., 2021).

Наши результаты показали, что каждый из изо-
лятов Bti, выделенных из  кишечника личинок 
A. flavescens, имел схожую инсектицидную актив-
ность по отношению как к личинкам A. aegypti, 

Рис. 3. Сравнительный электрофорез споро-кристал-
лических смесей исследуемых штаммов: 1  – 4369; 
2  – 4929; 3  – 4999. М  – стандарты молекулярной 
массы, предварительно окрашенные (8‒200 кДа), 
(“Servicebio, Китай”).

Таблица 2. Предполагаемая идентификация последовательностей гена 16S rRNA штаммов Bt subsp. israelensis 
4369, 4929 и 4999, выделенных из кишечников личинок комаров Aedes flavescens, с использованием алгоритма 
BLAST в сравнении с аналогичными последовательностями из Gen Bank (Номера доступа GenBank)

Номер 
изолята

Номера 
доступа 

GenBank
Ближайшая запись Номера доступа 

GenBank
Покрытие, 

%
Идентичность, 

%

4369 PP396075 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077/ 
Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 

NR_043403.1/ 
NR_114581.1 99 99.79

4929 PP396076 Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792/ 
Bacillus thuringiensis strain IAM 12077 

NR_114581.1/ 
NR_043403.1 100 100

4999 PP396077 Bacillus thuringiensis strain IAM 12077/ 
Bacillus thuringiensis strain ATCC 10792 

NR_043403.1/ 
NR_114581.1 99 100
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так и  C. pipiens pipiens. Высокая инсектицид-
ная активность штаммов Bti, вероятно, связа-
на с  их уникальными комбинациями эндоток-
синов. Считается, что Cyt токсины обладают 
либо слабой инсектицидной активностью, либо 
выступают синергистами Cry токсинов. Подоб-
ные синергические взаимодействия довольно 
широко описаны для A. aegypti (Sur et al., 2003; 
Manasherob et al., 2006; González-Villarreal et al., 
2020; Valtierra-de-Luis et al., 2020; Lai et al., 2023). 
Не исключено, что между солюбилизированны-
ми эндотоксинами разных штаммов Bti может 
происходить взаимодействие, приводящее к си-
нергическому эффекту.

Таким образом, в данном исследовании были 
идентифицированы три штамма B. thuringiensis 
subsp. israelensis H14 – 4369, 4929 и 4999 из кишеч-
ника нативных личинок кровососущих комаров 
Aedes flavescens. Данные штаммы различались раз-
мером колоний и типом края, а также имели раз-
личия биохимических характеристик и профиля 
белковых эндотоксинов. Bti 4369, 4929 и 4999 про-
являли высокую инсектицидную активность по от-
ношению к двум видам личинок комаров A. aegypti 
и C. pipiens pipiens из естественных мест обитания. 
Полученные штаммы можно рассматривать как 
перспективные для создания биопрепаратов.
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New Strains of Bacillus thuringiensis subsp. israelensis Highly Toxic  
for Aedes aegypti and Culex pipiens pipiens

V. P. Khodyrev1, O. V. Polenogova1, *, A. S. Artemchenko1, A. V. Krivopalov1 and V. V. Glupov1

1Institute of Systematics and Ecology of Animals SB RAS, Novosibirsk, 630091, Russia
*e-mail: ovp0408@yandex.ru

Bacillus thuringiensis subsp. israelensis (Bti) is a known subspicies of crystal-forming entomopathogenic 
bacteria used to control blood-sucking mosquitoes. In this work, we isolated three different strains of Bti 
4369, 4929 and 4999 from the wild larvae midgut of blood-sucking mosquitoes Aedes flavescens. The 
bacterial isolates were identified by the 16S rRNA gene and serotype determination revealed that the 
strains belonged to Bt subsp. israelensis H14. The strains had differences in bacterial colony morphology, 
a number of biochemical characteristics and protein endotoxin profiles. The isolated strains Bti 4369 
and 4999 showed high insecticidal activity against Culex pipiens pipiens and Aedes aegypti larvae, with 
LC50 values of 1.47 ×108‒2.26 × 108 spores/ml 24 hours after treatment. The value for strain Bti 4929 
LC50 was 32.7‒35.9 × 108 spores/ml. The new isolated strains of Bacillus thuringiensis subsp. israelensis 
have high potential for the development of ecological friendly bioinsecticides for the control of blood-
sucking mosquitoes.

Keywords: bioinsecticides, blood-sucking mosquitoes, insecticide activity, entomopathogenic bacteria, biolog-
ical control
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