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Коллекции патогенных микроорганизмов – 
значение и проблемы

К оллекционная деятельность в микро-
биологии является одной из основных 

функций, обеспечивающих решение таких 
задач, как построение систематики, оценка 
микробиологического разнообразия в раз-
личных экосистемах (от полости рта до 
мирового океана), разработка специфичных 
гено- и иммунодиагностических средств, 
генотипирование патогенов, в том числе для 
решения задач молекулярной эпидемиоло-
гии при выяснении территориальной приуро-
ченности выделяемых при вспышках и эпи-
демиях штаммов, анализ распространенно-
сти возбудителей с маркерами лекарствен-
ной устойчивости, создание средств профи-
лактики и лечения и др.

В разных странах мира системы коллекционирования патогенных микроорганизмов построены 
по-разному – могут иметь место централизация и управление на уровне министерств или отдель-
ных учреждений с высоким научным потенциалом, создание коммерческих коллекционных струк-
тур, работающих под контролем государства и др.

В России, традиционно, государственные коллекции патогенных микроорганизмов сосредоточе-
ны в научных учреждениях разных ведомств (Минздрав РФ, Минобороны РФ, Роспотребнадзор, 
Россельхознадзор, Минсельхоз РФ). Всего 9 государственных коллекций, ведущих собственный 
сбор, идентификацию, коллекционирование, каталогизацию патогенных бактерий, вирусов и гри-
бов. Кроме того, в стране существует, по нашим данным, порядка 100 исследовательских коллек-
ций, фонды которых малоизвестны и малодоступны для учреждений других ведомств. Эти коллек-
ции, в основном содержащие возбудители III–IV групп патогенности по национальной классифи-
кации, могут появляться и исчезать с течением времени из-за в основном субъективных причин – 
наличия или отсутствия исследовательских групп, заинтересованных в создании коллекций патоге-
нов для решения научных или прикладных задач. Между тем штаммы из таких коллекций редко 
попадают в государственные коллекции, так как нет общей системы сбора, хранения, транспорти-
ровки выделяемых штаммов из исследовательских коллекций и просто микробиологических лабо-
раторий в специализированные учреждения. Между тем исследовательские коллекции представ-
ляют значительный практический интерес, так как работают в основном со свежевыделенными 
на территориях штаммами, которые, в свою очередь, могут быть использованы для создания 
инфор мационных систем о пейзаже штаммов, приуроченных к определенным территориям, и давать 
возможность оценивать и прогнозировать их распространение.

Существенной проблемой является межведомственная разобщенность деятельности в области 
коллекционирования патогенов, когда в государственных коллекциях одного ведомства нет инфор-
мации о спектре фено- и генотипических признаков штаммов, находящихся в учреждениях других 
ведомств. Это не позволяет в оперативном режиме решать проблемы, стоящие перед эпидемиоло-
гическими службами по выявлению источников заражения и происхождению возбудителя.

Ключевой задачей коллекций патогенов является создание и ведение каталогов. По мнению 
комитета Всемирной Федерации Коллекционных Культур (WFCC), «нет каталога – нет коллекции». 
Основными принципами каталогизации коллекций являются: производительность и готовность, 
простота и легкость использования, целостность, безопасность, секретность (где это необходимо). 
Каталоги должны регулярно обновляться, электронная форма является предпочтительной. 
Существующие отечественные электронные каталоги представлены в разных форматах и содер-
жат произвольно отобранные данные. В то же время зарубежные каталоги коллекций микроор-
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ганизмов (АТСС, DSMZ и т.д.) размещены в сети Интернет и снабжены функцией расширенного 
поиска и отбора информации. 

Для решения накопившихся проблем в стране в области коллекционирования патогенов и воз-
можности использования такой информации в эпидемиологическом анализе, при расшифровке 
вспышек инфекционных заболеваний, выявлении причин и источников заражения людей, необхо-
димо предпринять ряд неотложных мер, прежде всего межведомственного характера.

Необходимо:
• создание усилиями органов исполнительной власти, имеющих в своем ведении государствен-

ные коллекции патогенов, «Национального интерактивного каталога коллекционных штаммов 
пато генных микроорганизмов» на основе полностью отечественного программного обеспечения 
и содержащего исчерпывающую информацию о всех хранящихся и вновь выделяемых штаммах 
патогенных микроорганизмов;

• создание государственной системы профессионального управления коллекциями как объеди-
ненным отечественным фондом патогенных микроорганизмов, разработка и реализация мер целе-
вой государственной поддержки коллекций; 

• развитие современных стандартизированных технологий сбора коллекционных фондов, опре-
деления основных каталогизируемых свойств возбудителей и методологий сохранения их в жизне-
способном состоянии;

• повышение престижности работы в коллекциях для молодых сотрудников за счет насыщения 
деятельности профильными научными направлениями (поддержка через ФЦП и гранты работ 
по секвенированию и аннотированию геномов, таксономии, резистентности, молекулярной эпиде-
миологии и т.п.) и широкими аутсорсинговыми задачами по разработке с использованием коллек-
ций средств диагностики, профилактики и лечения; 

• разработка механизма создания дублирующих коллекций для сохранения фондов в случае 
разрушения инфраструктуры коллекции или в особый период. Задача – сохранение типовых штам-
мов патогенов и штаммов, важных для производства вакцин, иммуноглобулинов и диагностикумов 
в виде сухих стандартных образцов;

• совершенствование физической и биологической защищенности коллекций за счет внед рения 
новых технологий и оборудования для охранной деятельности и контроля доступа, организации и 
внедрения новых форм контроля и учета движения культур, информационной защищенности, пере-
крестного контроля за персоналом коллекций, внедрения новых элементов защиты сотруд ников.

И.А.Дятлов
Директор ФБУН «Государственный научный центр

прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, академик РАН,
доктор медицинских наук, профессор

Конкурс публикаций молодых ученых

Этот выпуск журнала «Бактериология» содержит публикации, представленные на конкурс 
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Эпидемиология, свойства и лабораторная 
диагностика шига-токсин-продуцирующих 
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Пищевые инфекции, вызываемые шига-токсин-продуцирующими штаммами E. coli (STEC), – актуальная проблема 
общественного здравоохранения многих стран мира, включая высокоразвитые: США, Канаду, страны Европейского 
Союза, Японию и др. Начиная с 1990-х гг. заболевания, обусловленные STEC-штаммами, регистрируют и в Рос-
сийской Федерации. STEC-штаммы часто вызывают обычную водянистую диарею, которая, как правило, заканчива-
ется выздоровлением в течение нескольких дней, реже — тяжелые формы болезни – геморрагическую диарею 
(геморрагический колит, ГК) и ассоциированный с ней гемолитико-уремический синдром (ГУС). Наибольшую опас-
ность, особенно для детей младшего возраста и пожилых людей, представляет ГУС, при котором у больного разви-
ваются острая почечная недостаточность, тромбоцитопения и гемолитическая анемия. Смертность среди пациентов 
с ГУС может достигать 5% и более; у 10–50% пациентов, перенесших ГУС, в течение длительного периода имеют 
место осложнения в виде хронической почечной недостаточности, диабета, невралгических нарушений и других 
патологий. Эффективных методов лечения STEC-инфекций до настоящего времени не предложено; применение 
антибиотиков не рекомендуется, поскольку их применение повышает риск возникновения ГУС у детей и пожилых 
пациентов. Лечение инфекции в основном симптоматическое и предполагает введение больному жидкостей и элек-
тролитов, гемодиализ.
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The foodborne infections caused by shiga toxin produced by E. coli strains (STEC) are an urgent public health problem in many 
countries of the world, including highly developed ones: the USA, Canada, the European Union, Japan, etc. Since the 1990s, 
STEC-strains are also recorded in the Russian Federation. STEC-strains often cause normal watery diarrhea, which usually 
ends in a recovery within a few days, less often severe forms of the disease-hemorrhagic diarrhea (hemorrhagic colitis, HA) 
and associated hemolytic-uremic syndrome (HUS). The greatest danger, especially for young children and the elderly, is the 
HUS, in which the patient develops acute renal failure, thrombocytopenia and hemolytic anemia. Mortality among patients with 
HUS can reach 5% or more; in 10–50% of patients undergoing HUS, complications in the form of chronic kidney failure, 
diabetes, neuralgic disorders and other pathologies have been occurring for a long time. Effective treatments for STEC 
infections have not been proposed to date; the use of antibiotics is not recommended, since their use increases the risk of HUS 
in children and elderly patients. Treatment of the infection is mainly symptomatic and involves the administration of fluid to the 
patient and electrolytes, hemodialysis.
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Энтерогеморрагические E. coli – ЕНЕС
Энтерогеморрагические E. coli вызывают значительную 

заболеваемость и смертность во всем мире. Для группы 
EHEC характерно наличие в их геномах определенного на-
бора генов патогенности: rfb, eae, stx1, stx2, ehx, контроли-
рующих соответственно синтез специфических липополиса-
харидов, основного антигена адгезии – интимина, шига-ток-
си нов 2-го и/или 1-го типов, энтерогемолизина. Наиболее 
частым возбудителем геморрагического колита (ГК) и гемо-
литико-уремического синдрома (ГУС) является энтерогемор-
рагическая E. coli серотипа О157:Н7, однако к данной пато-
группе могут принадлежать и E. coli многих других серо-
групп, основными среди которых являются серогруппы О26, 
О45, О55, О91, О103, О104, О111, О113, О121, и О145 [1]. 
В последние годы эпидемиологическая значимость указан-
ных выше серогрупп E. coli в возникновении пищевых инфек-
ций постоянно возрастает, особенно это касается ЕНЕС 
серо группы О26 [2]. Тем не менее, серотип E. coli O157:H7 
остается ведущим возбудителем тяжелых форм ГК и ГУС и 
основной причиной летальных исходов, причем число тяже-
лых форм болезни и число госпитализаций больных при 
E. coli O157:H7 инфекции увеличиваются. Эту тенденцию 
исследователи связывают с повышением вирулентности 
возбудителя, причины которого остаются неясными [3].

 Шига-токсин-продуцирующие E. coli, 
не относящиеся к ЕНЕС
Наиболее ярким представителем неэнтерогеморрагиче-

ских эшерихий является штамм E. coli О104:Н4, вызвавший 
вспышку в Европе в 2011 г. По имеющимся в литературе 
данным, случаи выделения энтероаггрегативных шига-
токсин-продуцирующих (Ag-STEC) штаммов E. coli серотипа 
О104:Н4 начали регистрировать с 2001 г. До 2009 г. было 
зарегистрировано 5 спорадических случаев выявления  
Ag-STEC О104:Н4 от больных с ГК и ГУС в Германии, 
Франции, Норвегии и Италии [4]. В 2009 г. были зарегистри-
рованы 25 случаев ГУС в Грузии. Среди заболевших 52% 
составляли дети младше 15 лет, 68% – женщины. Семь 
чело век умерли, среди них двое детей в возрасте до 15 лет. 
Во время вспышки были выделены два штамма E. coli серо-
типа О104:Н4 2009EL-2050 и 2009EL-2071, в которых были 
определены гены stx2a, aggR и aatA. Оба штамма были 
устойчивы к ампициллину, стрептомицину, сульфизоксазолу 
и триметоприм/сульфометоксазолу. Один из них также был 
устойчив к триметоприму. 

Вспышка ГУС в сентябре 2011 г. охватила несколько 
евро пейских государств. Штаммы Ag-STEC E. coli О104:Н4 
были выделены от французских туристов, вернувшихся 
после отдыха из Турции (8 случаев), и от больных с ГУС и ГК 
во Франции, Дании, Люксембурге и Германии. Все эти слу-
чаи связывают с путешествиями в Турцию и Северную часть 
Африки [4].

Спорадические случаи выделения Ag-STEC E. coli 
О104:Н4 от больных с ГУС описаны в Бельгии в 2013 г. – 
от 42-летней женщины, вернувшейся после отдыха в Тунисе, 
и от 14-летней девочки спустя неделю после отдыха в Тур-
ции. Оба штамма несли основные гены вирулентности STEC 
и EAgEC, идентичные «германским» штаммам, а именно 
stx2a, aggR и aaiC. 

В настоящее время достоверно не определен естествен-
ный резервуар энтероаггрегативных шига-токсин-проду ци-
рующих E. coli серотипа О104:Н4. Несколькими группами 
исследователей выдвинуто предположение, что в качестве 
резервуара данной инфекции может рассматриваться чело-
век и что занос данной инфекции в развитые страны может 
осуществляться путешественниками и мигрантами из энде-
мичных по данному возбудителю стран [5].

Факторы вирулентности ЕНЕС
Штаммы EHEC участвуют в развитии патогенеза ГК и 

ГУС с помощью различных механизмов, таких как адгезия, 
индукция провоспалительных изменений и повреждения 
эпителиальных и эндотелиальных клеток, токсинообразова-
ние [6]. Во многом набор факторов вирулентности EHEC 
схож с таковым у энтеропатогенных E. coli, но, несмотря на 
то, что данные патотипы генетически связаны между собой, 
многие особенности их эпидемиологии, развития патогенеза 
и ниш, которые они занимают в организме человека, уни-
кальны. Так, инфицирующая доза ЕРЕС составляет от 108 до 
1010 КОЕ для взрослого человека, в то время как инфици-
рующая доза EHEC намного меньше и, по некоторым оцен-
кам, составляет менее 100 КОЕ [7]. 

Интимин – белок внешней мембраны клеток EHEC с мо-
лекулярной массой 92–94 кДa. Интимин является основным 
адгезином EHEC, обеспечивающим тесный контакт (через 
Tir рецептор) клетки патогена с энтероцитом, что является 
ключевым в процессе развития феномена A/E (attaching and 
effacing) – прилипания и сглаживания энтероцитов энтероге-
моррагическими эшерихиями. Гены eae, контролирующие 
синтез интимина, локализованы на острове патогенности 
LEE. В настоящее время насчитывается более 17 типов ин-
тимина, у которых отмечаются высокая гомология N-терми-
нального конца и большие различия в С-терминальном 
регио не, который существенен для связывания с рецепто-
ром Tir у штаммов, вызывающих ГК и ГУС. У STEC штам-
мов, патогенных для человека, как правило, присутствует 
интимин-гамма [8].

Белки третьего типа секреции (TTSS) играют важную 
роль в патогенезе как EPEC, так и EHEC. Эти возбудители 
используют систему секреции типа III для прикрепления бак-
терий на энтероциты и секреции нескольких инъекционных 
токсинов Esp (E. coli secreted protein), кодируемых LEE локу-
сом. Секреция белков Esp необходима для трансдукции 
сигнала в клетках хозяина и формирования A/E-повреж - 
де ний [9]. EspA образует филамент, связывающий бактерию 
с клеткой-мишенью; EspF способствует созданию тесной 
связи между бактерией и клеткой-мишенью; EspB и EspD 
нарушают функционирование мембранных сигнальных сис-
тем и формируют поры в клеточной мембране, через кото-
рые инъецируется молекула белка Tir, где она фосфорили-
руется, образуя рецептор для интимина. В настоящее время 
известно по меньшей мере 39 белков TTSS, кодируемых 
LEE локусом у штаммов EHEC, которые секретируются в ци-
топлазму энтероцитов [10].

EHEC плазмида pO157 несет на себе гены, кодирующие 
белки, вовлеченные в патогенез EHEC-инфекции: гемоли-
зин HlyA; сериновую протеазу EspP, участвующую в расщеп-
лении фактора коагуляции V в сыворотке крови человека; 
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белок ToxB с молекулярной массой 362 кДа, схожий по 
своей аминокислотной последовательности с клостридиаль-
ными токсинами; каталазу и цинк-металлопротеиназу StcE, 
которая секретируется системой секреции etp типа II, рас-
щепляет ингибитор C1 эстеразы (C1-INH) системы компле-
мента, обладает муциназной активностью и, как предпола-
гают, участвует в колонизации и повреждении эпителия 
тонкого кишечника [11]. Кроме того, данная плазмида несет 
ряд других важных генов вирулентности, таких как katP 
(пери плазматическая пероксидаза каталазы), toxB (гомолог 
белка, способствующего адгезии) и subAB1 (субтилазопо-
добная сериновая протеаза – токсин) [12].

Изучение продукции цитотоксинов E. coli параллельно 
несколь кими группами исследователей привело к использо-
ванию двух разных названий токсинов – вероцитотоксины 
(VT) и шигаподобные токсины (Shiga-like toxins, SLT), кото-
рые с 1994 г. считаются взаимозаменяемыми. В настоящее 
время более широко используемой аббревиатурой шига-
токсина является Stx. Штаммы STEC имеют два типа токси-
нов: шига-токсин типа 1 (Stx1), идентичный токсину Shigella 
dysenteriae типа 1, и иммунологически отличный от Stx1 
шига-токсин типа 2 (Stx2) [13].

Шига-токсины кодируются опероном, имеющим следую-
щую структуру: ген субъединицы stxA располагается непо-
средственно перед геном субъединицы stxB с короткой 
межгенной последовательностью. Белок токсина состоит из 
пяти B-субъединиц и одной субъединицы A, образующих 
голо токсин. Ферментативная активность (N-гликозидаза) 
обеспечивается сродством фермента к специфическим гли-
колипидным рецепторам энтероцита. Биологические свойст-
ва Stx включают в себя энтеротоксичность, нейротоксич-
ность и цитотоксичность. По различиям биологической 
актив ности и нуклеотидного состава генов шига-токсины 
подразделяют на типы и подтипы. Перечисленные различия 
шига-токсинов являются клинически значимыми, что прояв-
ляется в способности одних подтипов вызывать заболева-
ния с более мягким течением, а других – серьезные ослож-
нения, такие как ГУС [14].

Систематизация шигатоксинов была предложена на 
VII Меж дународном симпозиуме по VTEC инфекции, состояв-
шемся в 2009 г, принята в окончательном виде на 8-м симпо-
зиуме VTEC в Амстердаме в 2012 г. [15]. Но мен клатура 
шига-токсинов представляет собой трехуровневую систему 
обозначения: тип, подтип и вариант.

Тип указывает на принадлежность к одной из двух основ-
ных ветвей семейства шига-токсинов, которые имеют общую 
структуру и функцию, но не нейтрализуются гетерологичны-
ми антителами к Stx/Stx1 и Stx2. Для обозначения шига-
токсинов E. coli и других бактерий, а также их генов исполь-
зуют арабские цифры после «Stx» или «stx». 

Подтипы представляют собой группы шига-токсинов, схо-
жих по своей антигенной структуре и нуклеотидной последо-
вательности генов. Для обозначения подтипов используют 
суффиксы со строчными буквами латинского алфавита: 
Stx1a, Stx1c, Stx1d, Stx2a Stx2g. Очевидно, что согласован-
ная номенклатура и стратегии субтипирования шига-
токсинов необходимы для улучшения эпиднадзора и прогно-
зирования рисков, связанных с конкретными инфекциями 
STEC [15].

Под вариантом шига-токсина подразумевают конкретные 
подтипспецифические прототипические токсины или род-
ственные токсины в подтипе (которые отличаются одной или 
более аминокислотами от прототипа). Обозначение вариан-
тов включает в себя тип и подтип токсина, а также О-группу, 
если штаммом-хозяином является E. coli (Stx1a-O157-EDL933, 
Stx2c-O157-E32511), или название других бактерий, из кото-
рых выделен токсин (Stx2a-Acinetobacter-haemolyticus-DS9B). 
Таким образом, название варианта токсина включает 
O-серотип, название штамма, а также название микроорга-
низма, в котором впервые был обнаружен данный токсин.

На основе предложенной классификации разработан 
метод субтипирования генов шига-токсинов с помощью по-
лимеразной цепной реакции (ПЦР), который был независи-
мо протестирован на панели из 48 референс-штаммов STEC 
и усовершенствован в шести клинических и исследователь-
ских центрах для проверки воспроизводимости, чувстви-
тельности и специфичности протокола ПЦР [15].

EHEC-гемолизин (Hly, Ehx) является одним из важных 
вспомогательных факторов вирулентности EHEC, поскольку 
он участвует в развитии патогенеза с помощью таких меха-
низмов, как адгезия, индукция провоспалительных измене-
ний и повреждения эпителиальных и эндотелиальных кле-
ток [6]. Энтерогемолизин принадлежит к семейству токсинов 
RTX (repeat in toxin), вызывающих гемолиз эритроцитов теп-
локровных животных. Кодируется опероном EHEC-hly ABCD, 
расположенным на большой плазмиде вирулентности EHEC   
pO157. Важно отметить, что EHEC-hlyA всегда присутствует 
на плазмидах pO157 у типичных сорбитол-отрицательных 
E. coli O157:H7 [8].

Лабораторная диагностика STEC
В качестве скрининговых методов диагностики возбуди-

телей STEC-инфекции широко используются иммунохрома-
тографические тесты и реакция латексной агглютинации, 
которые дают ответ в течение нескольких минут без приме-
нения какой-либо аппаратуры. В реакции латекс-агглю-
тинации выявляют соматический и жгутиковый антигены 
E. coli, что позволяет дифференцировать E. coli серотипа 
O157:H7 от других серотипов. Высокая специфичность дан-
ных тестов дает основание для идентификации, но отрица-
тельный результат нуждается в подтверждении традицион-
ным комплексом лабораторных исследований – первичного 
посева проб клинического материала и пищевых продуктов 
на среды обогащения: лактозный бульон с бриллиантовым 
зеленым и желчью, среды с новобиоцином, акрифлавином и 
цефиксимом (для выделения E. coli серогруппы O157) [16], 
среды с ванкомицином и теллуритом калия (для выделения 
E. coli серогруппы О111), среды с новобиоцином и комплек-
сом ванкомицина, теллурита калия и цефиксима (для выде-
ления E. coli серогруппы О26) [17].

Для селективного выделения E. coli основных серогрупп, 
ассоциированных со STEC-инфекцией (O26, О45, O103, 
О104, O111, О121, O145 и O157), также разработан метод 
иммуномагнитной сепарации, который позволяет концентри-
ровать E. coli с антигенами данных серогрупп из клиниче-
ских образцов, воды и продуктов питания. Целесообразность 
такого подхода диктуется низким титром штаммов EHEC во 
многих тестируемых пробах. Использование иммуномагнит-
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ной сепарации позволяет существенно повысить чувстви-
тельность бактериологического метода и ПЦР-детекции, что 
послужило основанием для внедрения этого метода в ГОСТ 
32011-2013 (ISO 16654:2001) «Микробиология пищевых про-
дуктов и кормов для животных. Горизонтальный метод обна-
ружения Escherichia coli О157».

Разработаны селективные питательные среды, позволяю-
щие дифференцировать E. coli серогруппы O157 по неспособ-
ности ферментировать сорбит и/или рамнозу и отсутст вию 
фермента бета-глюкуронидазы [18]. Диффе рен циально-
диагностические среды используют также для выявления 
штаммов, продуцирующих энтерогемолизины (90% штам-
мов EHEC). Применение хромогенных сред основано на 
выяв лении активности ферментов β-D-глюкуронидазы/β-D-
галактозидазы, что ускоряет идентификацию изолятов 
EHEC и позволяет различить штаммы в зависимости от на-
личия упомянутых ферментов по цвету [19]. К сожалению, 
хромогенные среды не обладают достаточной чувствитель-
ностью и специфичностью для обнаружения STEC, чтобы 
заменить прямые методы детекции шига-токсинов. Данные 
среды служат для облегчения процесса выделения штаммов 
STEC из образцов, в которых наличие шига-токсинов пред-
варительно было определено с использованием более 
чувст вительных методов, таких как иммунохроматография 
или ПЦР [20].

Определение серотипа изучаемых штаммов EHEC произ-
водят с помощью реакций агглютинации и латекс-агглю-
тинации, иммунохроматографического и иммунофермент-
ного тестов, а также молекулярно-генетическими метода-
ми [21]. Иммунологические методы имеют ряд недостатков, 
таких как трудоемкость выполнения и большое количество 
перекрестных реакций. В последнее десятилетие в мировой 
практике наиболее достоверными способами определения 
основных серогрупп энтерогеморрагических E. coli счита-
ются молекулярно-генетические методы, а именно ПЦР с 
электрофоретической или гибридизационно-флюорес цент-
ной детекцией [22]. Молекулярно-генетический метод осно-
ван на том, что у E. coli гены ферментов «домашнего хозяй-
ства», участвующих в синтезе O-антигена, располагаются 
в О-кластере (известном как rfb-кластер). Количество генов 
в кластере варьирует у штаммов разных серогрупп. На дан-
ных различиях основан молекулярный метод серотипирова-
ния E. coli с помощью ПЦР, который позволяет различить 
О-группы по размеру и нуклеотидной последовательности 
амплифицируемого участка О-кластера [23].

В настоящее время в странах Европейского союза раз-
работаны и внедрены в практику протоколы детекции основ-
ных серогрупп энтерогеморрагических E. coli в образцах 
пищевой продукции (мясной фарш, салаты, пророщенные 
семена) с помощью ПЦР с гибридизационно-флюоресцентной 
детекцией. Данные методы позволяют с большой точностью 
и в короткие сроки определить наличие или отсутствие в об-
разце штаммов STEC одной из основных серогрупп: О26, О45, 
О55, О91, О103, О104, О111, О113, О121, О145 и О157 [24].

Помимо классической ПЦР и ПЦР с детекцией в режиме 
реального времени, для идентификации различных серо-
групп E. coli на сегодняшний день разрабатывают и приме-
няют ДНК-биочипы. Данная технология позволяет за один 
анализ протестировать образец ДНК на наличие в нем 

более 30 серогрупп-ассоциированных генов и, как след-
ствие, сократить трудоемкость и время анализа [25]. Однако 
данная технология достаточно редко используется в практи-
ке из-за своей высокой стоимости.

Завершающими этапами лабораторной диагностики явля-
ются детекция у изучаемых штаммов генов, кодирующих 
шига-токсины, а также выявление продукции шига-токсинов. 
Сложность интерпретации получаемых результатов исследо-
ваний заключается в том, что у EHEC проявляется нестабиль-
ность экспрессии генов шига-токсинов, а также в том, что 
способность образовывать шига-токсины свойственна неко-
торым другим бактериям – Shigella spp., Campylobacter spp., 
Citrobacter spp., Pseudomonas spp. и Edwardsiella spp. [26].

Лечение и профилактика эшерихиозов
В настоящее время отсутствует единый подход к терапии 

эшерихиозов, в частности, у детей. Однако проведенные 
в последние годы отечественными клиницистами исследо-
вания показали эффективность стартовой терапии антибак-
териальными препаратами и энтеросорбентами в комплексе 
с пероральной регидратацией. Учитывая тот факт, что слож-
ность назначения оптимальной этиотропной терапии, важ-
ным моментом которой является выбор антибактериального 
препарата, связана с постоянной изменчивостью чувстви-
тельности эшерихий к применяемым антибиотикам и ростом 
числа антибиотикорезистентных штаммов, рекомендуется 
применять антибактериальные препараты, показавшие 
свою клиническую эффективность. Проведенные исследо-
вания показали, что такими препаратами выбора при ослож-
ненном течении эшерихиозов у детей являются нифурокса-
зид и налидиксовая кислота. В этом же исследовании был 
установлен высокий клинический эффект назначения энте-
росорбентов, таких как диоктаэдрический смектит и полиме-
тилоксана полигидрат в сочетании с пероральной регидра-
тацией в стартовой терапии неосложненных эшерихиозов 
в возрастных дозах курсом 3–5 дней [27].

Оптимальные методы лечения STEC-инфекций в настоя-
щее время отсутствуют. Применение антибиотиков вызыва-
ет лизис клеток SТЕС в кишечнике человека, а следователь-
но, и дополнительный выброс шига-токсинов в кровеносную 
систему и усугубление патологических процессов у больно-
го. Кроме того, антибиотики могут индуцировать переход 
фага из неактивной фазы (профага) в активную (литиче-
скую), что также способствует накоплению шига-токсинов 
в организме больного. В настоящее время при лечении ГУС 
назначают поддерживающую терапию, основанную на вве-
дении больному жидкостей и электролитов, а также гемо-
диализе [1]. К способам профилактики ГУС относят соблю-
дение правил личной гигиены (частое мытье рук, исключе-
ние купания в загрязненных водоемах), качественную кули-
нарную обработку пищевых, особенно мясных продуктов, 
уменьшение фекального загрязнения мяса во время или 
после убоя животных [28].

 Перспективы разработки профилактических  
препаратов против ETEC и STEC инфекций,  
на основе факторов вирулентности их возбудителей
К настоящему времени разработаны несколько типов 

вакцин против STEC-инфекции: корпускулярные убитые 
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(бактерины), которые, как показали испытания, не защища-
ли сельскохозяйственных животных от колонизации клетка-
ми E. coli O157:H7 [29]; живые векторные вакцины, скон-
струированные на основе аттенуированных сальмонелл, 
несущих гены протективности антигенов ЕНЕС (интимин и 
белки 3 типа секреции), которые эффективно защищали 
экспериментальных животных от заражения их клетками 
ЕНЕС [30]; субъединичные вакцины, при конструировании 
которых использовали генно-инженерные двух- или трех-
компонентные слитные белки, состоящие из белков антиге-
на адгезии – интимина и белков 3 типа секреции – EspA, 
EspB, Tir, а также белков детоксицированных А- и В-субъ-
единиц шига-токсинов [31]; субъединичные вакцины с пори-
новыми белками и белками рецепторов сидерофоров – две 
коммерческие вакцины, эффективно защищающие крупный 
рогатый скот от носительства E. coli O157:H7, стимулирую-
щие у вакцинированных лабораторных животных антитокси-
ческий и мукозальный антиколонизационный имму нитет 
[32]; липополисахаридная вакцина, которая при ее испыта-
нии на взрослых волонтерах и детях вызывала у вакциниро-
ванных образование антител IgG и IgM в высоких титрах. 
В течение длительного времени сыворотки крови пациентов 
обладали высокой бактерицидной активностью в отношении 
клеток E. coli O157:H7 [33]. 

Для эффективной защиты от штаммов STEС в перспекти-
ве необходима вакцина, которая защищала бы человека не 
только от E. coli O157:H7 и E. coli O104:H4, но и от шига-
токсин-продуцирующих штаммов других серологических 
групп, в том числе не относящихся к энтерогеморрагическо-
му патотипу (не-EHEC), поскольку удельный вес последних 
в патологии ГК и ГУС постоянно возрастает.

Заключение
Непростая эпидемиологическая ситуация по STEC-инфек-

циям, отмечаемая во многих странах, осложняется отсут-
ствием на сегодняшний день в клинической практике эффек-
тивных методов лечения ГК и ГУС, поскольку этиотропная 
химиотерапия в данном случае противопоказана, она лишь 
увеличивает риски появления ГУС у больных ГК и утяжеляет 
течение болезни. Лечение ГК и ГУС остается пока только 
симптоматическим. Специфические средства профилактики 
и лечения отсутствуют.

Изучение STEC методами молекулярной биологии и эпи-
демиологии позволило выявить их основные факторы виру-
лентности, ассоциированные с основными клиническими 
проявлениями данных инфекций: различные типы токсинов, 
факторов адгезии и колонизации. В настоящее время описа-
ны определенные генетические линии и эпидемические 
клоны данных возбудителей, характерные для разных регио-
нов мира. 

В Российской Федерации начиная с 1990-х гг. проводятся 
исследования, посвященные изучению STEC-штаммов, 
клинико-эпидемиологическим особенностям и вопросам 
дифференциальной диагностики инфекций, вызванных дан-
ным патотипом эшерихий, а также разработке новых подхо-
дов к этиотропной терапии этой группы заболеваний. Однако 
изучению молекулярно-генетических свойств диареегенных 
эшерихий уделялось сравнительно мало внимания. В связи 
с этим актуальным представляется проведение исследова-

ний по молекулярно-генетической характеристике выделен-
ных в Российской Федерации штаммов STEC, направленных 
на изучение генов вирулентности, антибиотикорезистентно-
сти, определение их серогрупп и сиквенс-типов штаммов, 
с целью изучения молекулярно-эпидемиологической ситуа-
ции. Кроме того, в последние годы выявляются гибридные 
патотипы диареегенных эшерихий – энтероаггрегативные 
геморрагические E. coli (EAHEC) и шига-токсин-проду цирую-
щие энтеротоксигенные E. coli (STEC/ETEC). 

Подробное изучение молекулярно-генетических характе-
ристик патогенных эшерихий определяет возможность 
новых диагностических и профилактических средств. 
Наличие универсальной схемы идентификации и субтипиро-
вания шига-токсинов имеет важное значение для выявления 
ассоциаций между подтипами токсина и конкретными кли-
ническими случаями заболевания, а также для оценки риска 
заражения STEC-инфекцией от сельскохозяйственных жи-
вотных.

В связи с этим углубленное изучение и всесторонняя мик-
робиологическая и молекулярно-генетическая характерис-
тика патогенных E. coli, выделяемых на территории Рос-
сийской Федерации, является весьма актуальным и важным 
научным направлением, необходимым для разработки 
новых методических подходов к их диагностике и лечению, 
а также для совершенствования эпидемиологического кон-
троля за данными возбудителями.
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Времяпролетная масс-спектрометрия 
с матричной лазерной десорбцией/ионизацией 
как современный метод анализа 
микроорганизмов
Д.А.Ковалев, Д.В.Ульшина, И.В.Кузнецова

ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт» Роспотребнадзора, Ставрополь, Российская Федерация

В последнее время для индикации, идентификации и типирования микроорганизмов успешно применяется времяпро-
летная масс-спектрометрия с матричной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) – один из интенсивно 
развивающихся современных методов анализа органических соединений, в том числе белков. Возможность прямого 
исследования нелетучих высокомолекулярных соединений широкого диапазона значений масс определила успешное 
использование метода для изучения белковых экстрактов бактериальных клеток. В обзоре представлены примеры 
использования MALDI-TOF MS при анализе микроорганизмов и интерпретации полученных данных, определены 
основные преимущества и недостатки методики.
Ключевые слова: MALDI-TOF MS, белковое профилирование, индикация, идентификация
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Time-of-flight mass spectrometry with matrix laser 
desorption/ionization as a modern method of analysis 
of microorganisms

D.A.Kovalev, D.V.Ulshina, I.V.Kuznetsova

Stavropol Plague Control Research Institute of the Federal Service for Surveillance in the Sphere of Consumers Rights 
Protection and Human Welfare, Stavropol, Russian Federation

Recently, time-of-flight mass spectrometry with matrix laser desorption/ionization (MALDI-TOF MS), one of the most 
sophisticated technologies of modern organic analysis, including proteins, has been successfully used for the indication, 
identification and typing of microorganisms. The possibility of direct investigation of non-volatile high-molecular compounds. The 
method successfully used for studying protein extracts of bacterial cells because of possibility of direct investigation of non-
volatile high-molecular compounds of a wide range of mass values. The review presents examples of the use of MALDI-TOF 
MS in the analysis of microorganisms and interpretations, the main advantages and disadvantages of the methodology.
Keywords: MALDI-TOF MS, protein profiling, indication, identification

For citation: Kovalev D.A., Ulshina D.V., Kuznetsova I.V. Time-of-flight mass spectrometry with matrix laser desorption/ionization as a modern method of 
analysis of microorganisms. Bacteriology. 2018; 3(1): 13–17. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2018-1-13-17

Н естабильная обстановка по особо опасным, «возвра-
щающимся» и «новым» инфекциям, реальная угроза 

биотерроризма актуализируют вопрос внедрения новых 
методов индикации, идентификации и типирования микро-
организмов I–II групп патогенности и диагностики вызывае-
мых ими болезней [1].

Классические методы лабораторной диагностики патоген-
ных микроорганизмов, основанные на культивировании, изу-
чении особенностей метаболизма и антигенного строения, 
различной чувствительности к бактериофагам и антибио-
тикам, отличаются ресурсоемкостью. Данные методы, осно-
ванные на изучении фенотипических свойств, имеют некото-
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рые недостатки, связанные с относительной однородностью 
фено типических свойств штаммов, что определяет трудности 
в межвидовой дифференциации микроорганизмов [2–4].

Использование молекулярно-генетических методов иссле-
дования способствовало расширению возможностей диаг-
ностики инфекционных заболеваний, позволяя осущест-
влять прямое выявление фрагментов генома возбудителя 
в исследуемом материале.

Совершенствование лабораторной диагностики инфекци-
онных заболеваний предусматривает, в том числе, разра-
ботку новых методов исследования, позволяющих не только 
выявить, но и охарактеризовать возбудителя инфекцион-
ного заболевания.

В настоящее время внедрение времяпролетной масс-
спектрометрии с матричной лазерной десорбцией/ионизаци-
ей (MALDI-TOF MS) в систему индикации, идентификации 
и типирования патогенных микроорганизмов является акту-
альным направлением, но требует разработки стандарти-
зированных подходов к пробоподготовке, формированию и 
оценке масс-спектров, интерпретации полученных результа-
тов, а также подготовки нормативно-методических докумен-
тов, регламентирующих проведение всех этапов анализа.

MALDI-TOF MS – один из наиболее интенсивно развиваю-
щихся современных методов анализа органических соеди-
нений, в том числе белков. Возможность прямого исследо-
вания молекул массой 1–100 kDa определила успешное 
применение MALDI-TOF MS для изучения эндогенных и экзо-
генных низкомолекулярных метаболитов c m/Z (отношение 
массы иона к заряду) менее 1000 Da. Этой технологией 
успешно пользовались в течение нескольких десятилетий 
в химии, в 1975 г. Ангальт и Фенселау [5] впервые предпо-
ложили, что метод можно применить для исследования бак-
териальных культур. В подтверждение этого учеными были 
получены уникальные масс-спектры бактериальных экс-
трактов для бактерий разных родов. В 1980-х годах разви-
тие технологии десорбции/ионизации, в том числе плазмен-
ной десорбции (ПД), лазерной десорбции (ЛД) и бомбарди-
ровки быстрыми атомами (ББА), способствовало широкому 
использованию белкового профилирования с возможностью 
генерации молекулярных ионов биомаркеров микроорганиз-
мов [6]. Произошедшая в конце 1980-х гг. эволюция видов 
ионизации, завершившаяся появлением методов MALDI 
и электрораспыления (ESI), позволила проводить анализ 
крупных биомолекул, в частности интактных белков [7].

Дальнейшее использование технологии привело к появ-
лению дополнительного этапа на стадии пробоподготовки – 
предварительной очистки и экстракции бактериальных кле-
ток, предложенного и апробированного группой авторов 
при исследовании бактерий методом MALDI-TOF MS [8]. 
Но в 1996 г. Холланд с коллегами впервые опубликовали 
сооб щение о получении спектральных характеристик интакт-
ных бактериальных клеток без предварительной обработки 
перед анализом [9]. Значительно позднее этот подход был 
использован несколькими исследовательскими группами 
для идентификации бактерий на уровне рода и вида [10].

Последующее успешное использование метода MALDI-
TOF MS для быстрой идентификации микроорганизмов 
стало возможным благодаря «щадящему» режиму перевода 
молекул нелетучего высокомолекулярного соединения, 

нане сенного на мишень, в газовую фазу, преимущественно 
в виде однозарядных ионов совместно с вспомогательным 
низкомолекулярным соединением (матрицей) – слабой орга-
нической кислотой, имеющей сильное оптическое поглоще-
ние в диапазоне длины волны используемого лазера [11].

В качестве матрицы широко используются феруловая 
(FA) и α-циано-4-гидроксикоричная (CHCA) кислоты, кото-
рые наиболее эффективны при обнаружении белковых био-
маркеров, 2,5-дигидроксибензойная кислота (DHB) – при 
исследовании гликопептидов и гликопротеинов, кроме того, 
описано применение синапиновой (СА) и 2,4-гидроксифенил 
бензойной кислот [12].

Известно, что присутствие широкого набора сигналов 
в спектрах бактериальных экстрактов обусловлено наличи-
ем рибосомальных белков в исследуемом образце, которые 
могут быть использованы для идентификации микроорга-
низмов. Поскольку указанные белки являются высококон-
сервативными, они могут быть использованы в качестве 
маркеров для индикации микробов. В свою очередь, обра-
ботка масс-спектров и обнаружение белковых маркеров 
явля ются ключевыми этапами статистического анализа для 
интерпретации полученных MS данных.

В настоящее время существуют как минимум три коммер-
ческие платформы для идентификации бактерий и грибов 
методом MALDI-TOF MS. В двух из них – BioTyper (Bruker 
Daltonics, Германия) и SARAMIS Vitek-MS (bioMérieux, Фран-
ция) идентификация осуществляется путем компьютерного 
сравнения полученного масс-спектра с архивированными 
в базах данных супер-спектрами или основными спектрами, 
генерированными при повторной масс-спектро метрии набо-
ра штаммов или типового штамма определенного вида. 
Третья платформа – Andromas (Andromas SAS, Франция), 
в базе данных которой заложены множественные видоспе-
цифичные спектральные профили каждого микроорганиз-
ма. Указанные приборные линии содержат собственные 
идентификационные базы, включающие референсные масс-
спектрометрические профили большого количества микро-
организмов. Все три платформы являются открытыми, поль-
зователь может пополнять базу собственными данными [13], 
что важно при исследовании возбудителей природно-
очаговых (ПОИ) и особо опасных инфекций (ООИ), спектры 
которых в коммерческих базах данных отсутствуют. По этой 
причине в результате видовой идентификации в среде плат-
формы Biotyper (Bruker Daltonics, Германия) с использовани-
ем программы FlexAnalysis 3.0 и референс-библиотеки 3.0 
возбудитель сибирской язвы в вегетативной форме опреде-
ляется как «вероятный Bacillus cereus» [14].

Таким образом, опыт успешного применения масс-
спектрометрического анализа в исследовании бактериаль-
ных экстрактов способствовал интеграции метода MALDI-
TOF MS в систему традиционных схем индикации и иденти-
фикации микроорганизмов в ряде зарубежных стран [15–17]. 
Описано прямое определение методом MALDI-TOF MS нали-
чия спор сибиреязвенного микроба в подозрительных 
порош ках, содержащих ржаную и пшеничную муку, сухое 
молоко [18]. В российских литературных источниках показа-
ны примеры успешного применения метода MALDI-TOF MS 
для индикации, идентификации возбудителей чумы [18, 19], 
сибирской язвы [20], бруцеллеза [21], холеры и других мик-
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ро организмов рода Vibrio, туляремии [22], лептоспироза [23], 
сапа и мелиоидоза [24]. 

За последнее десятилетие наблюдается расширение облас-
ти применения метода MALDI-TOF MS, включающей не только 
протеомный анализ для картирования белков в научных целях, 
но и клиническую лабораторную диагностику на основании 
выявления на белковых профилях мик робной клетки групп 
специфичных фрагментов [25]. Одно из наиболее востребо-
ванных направлений – изучение возможности применения 
MALDI-TOF MS для выявления возбудителей инфекционных 
болезней в клинических образцах без этапа выделения чистой 
культуры на стадии пробоподготовки [26]. Однако отсутствие 
регламентированных методик обеззараживания и подготовки 
исследуемого нативного материала, а также доступного про-
граммного обеспечения для анализа образцов является 
основной причиной относительно низкой воспроизводимости 
результатов масс-спектро метрии [27]. В результате серии экс-
периментальных MALDI-TOF MS исследований клинического 
материала, подозрительного на присутствие возбудителя ин-
фекции, были полу чены ложноотрицательные результаты, что 
может быть связано с низкой концентрацией возбудителя 
в материале [28]. Сложность интерпретации полученных дан-
ных при анализе клинических образцов обусловлена сущест-
венной вариабельностью качественного и количественного 
состава белковых профилей, полученных от различных инди-
видуумов. В качестве эффективного решения указанной про-
блемы иссле дователями предложены различные способы 
предварительной подготовки проб: концентрирование, фрак-
ционирование, удаление мажорных фракций белков, селек-
тивное удаление небелковых примесей и др. [29].

Как и все методы лабораторной диагностики, MALDI-
TOF MS обладает рядом преимуществ и недостатков. Безус-
ловно, относительно низкая стоимость пробоподготовки, 
высокая производительность и скорость анализа позволят 
в даль нейшем определить место универсальной платфор-
мы MALDI-TOF MS в системе лабораторных исследова-
ний [30]. К основным ограничениям применения современ-
ной MALDI-TOF масс-спектрометрии можно отнести отсутст-
вие в доступ ных коммерческих базах данных информации 
о штаммах возбудителей ПОИ и ООИ, необходимость рабо-
ты с чистыми культурами возбудителя в экспоненциальной 
фазе роста колонии, влияние условий и времени культиви-
рования микроорганизма, недостаточную точность межви-
довой дифференциации близкородственных микроорганиз-
мов [31]. Весомым недостатком является невозможность 
полноценной идентификации возбудителей, присутствую-
щих в нативном материале и смешанных культурах, что 
может быть вызвано не принципиальным ограничением са-
мого метода, а несовершенством алгоритма интерпретации 
полученных результатов. В настоящее время существуют 
различные алгоритмы анализа данных [32–34]: как общедо-
ступные, например, статистическое программное обеспече-
ние R [https://cran.r-project.org/], Mass-Up [http://sing.ei.uvigo.
es], библиотеки Java [https://java.com], так и лицензирован-
ные – пакеты Matlab [https://matlab. ru], обладающие рядом 
преимуществ и недостатков.

Учитывая вышесказанное, разработка и внедрение комп-
лексных схем индикации и идентификации патогенных мик-
роорганизмов, основанных на оценке степени сходства 

масс-спектра образца с референсными спектрами из базы 
данных (значения score), и одновременное выявление родо-, 
видо- и штаммоспецифичных биомаркеров конкретного 
пато гена, позволят значительно расширить возможности 
практического использования технологии MALDI-TOF MS 
как в экспериментальных, так и в диагностических целях.

Для полноценного использования метода необходимо 
особое внимание уделить не только созданию информатив-
ных электронных баз данных, но и разработке соответствую-
щего программного обеспечения (ПО) – общедоступных 
уни версальных программ с графическим интерфейсом, 
удобных для пользователя и не требующих навыков про-
граммирования [35]. Разработка единого универсального 
ПО позволит обеспечить поиск и выявление аналитически 
значимых сигналов (биомаркеров), возможность использо-
вания различных алгоритмов кластеризации объектов ана-
лиза, классификацию большого массива данных с построе-
нием трехмерной визуализации. 

В настоящее время перспективным направлением для по-
иска биомаркеров, проведения классификации в автомати-
ческом режиме, построения кластерных диаграмм являются 
статистические подходы в сочетании с методами машинного 
обучения [36].
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Новый штамм Serratia sp. ASf1, растущий 
при высоких концентрациях железа 
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Из низкотемпературного природного источника, богатого гематитом, выделен штамм Asf1, отнесенный к роду Serratia, 
для которого авторы показали способность к росту при высоких концентрациях растворенного железа (5 мМ), отсут-
ствие при этом у клеток сидерофор и обильное отложение бактериями неорганизованных внеклеточных окисленных 
форм железа (III).
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The strain Asf1 was isolated from the low-temperature natural spring, rich in hematite. The strain is referred by the authors to 
the genus Serratia. This strain is capable of growth at high concentrations of dissolved iron (5 mM), the absence of siderophore 
in the cells and abundant deposition of unorganized extracellular oxidized forms of iron (III) by the bacteria.
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И звестны бактерии, трансформирующие соединения 
железа и переносящие их высокие концентрации. 

Большинство таких бактерий высокоспецифичны, напри-
мер, ацидофильные серо- и железоокисляющие Acidithio-
bacillus ferrooxidans и Leptospirillum ferrooxidans, анаэробные 
восстанавливающие железо Geobacter. Вместе с этим зна-
чительный интерес представляют неспециализированные 
факультативные анаэробы, способные к трансформации 
соединений железа в богатых им почвах, в том числе – 
в условиях заводнения почв со снижением аэрирования. 
Известным и малоизученным примером таких бактерий 
являются представители рода Serratia [1]. 

Цель данной работы – выделение и идентификация бак-
терий, участвующих в образовании окисленных форм желе-

за и способных к росту при больших концентрациях желе-
за (III) в аэробных и микроаэрофильных условиях. 

Материалы и методы

Источник выделения штамма. Пробы отбирали на терри-
тории государственного геологического памятника природы в 
Терском районе Мурманской области в августе 2017 г. (рис. 1). 
Наличие лимонита и гематита придает песчаникам, возраст 
которых около 1 млрд лет, характерную краснова то-шоко-
ладную окраску [2]. Стерильным шприцом из ручья отби рали 
образец воды, закапывали в стерильную пробирку Хангейта с 
заранее приготовленной питательной средой следующего со-
става (г/л): KH2PO4 0,1 г, MgSO4 × 7H2O 0,15 г, K2HPO4 0,1 г, 
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NaNO3 0,34 г, дрожжевой экстракт, пептон 3 г, L-лактат калия 
27 мМ без цитрата железа, рН 6,5–7,0 (среда FSM) [3].

Культивирование. Выделение и основное культивиро-
вание после выделения в чистую культуру проводили на пол-
ной среде FSM (цитрат Fe (III) от 100 мкМ до 5 мМ) при 25°С. 

Молекулярно-генетические методы. Для идентификации 
штамма тотальную ДНК из клеток выделяли стандартным 
фенол-хлороформным методом по Мармуру [4] с предвари-
тельным трехкратным замораживанием и оттаиванием 
осажденных клеток. Далее проводили ПЦР с универсальны-
ми бактериальными праймерами (табл. 1). Секвенирование 
16s рРНК гена проводили в компании «Евроген». Далее по-
следовательность анализировали, проводили поиск род-
ственных штаммов через NCBI Blast (https://blast.ncbi.nlm.nih.
gov/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides).

Анализ сидерофоров. Поиск метаболитов, реагирую-
щих с трехвалентным железом, проводили после куль-

тивирования штамма на среде FSM без цитрата желе-
за (III) согласно методике, описанной в ранней работе 
коллег [5]. Супернатант культуральной жидкости трижды 
экстрагировали хлороформом при рН = 3 в соотношении 
1 : 1. Хлороформный экстракт упаривали досуха на ротор-
ном испарителе. Полученный осадок анализировали с по-
мощью ТСХ на пластинках силикагеля (Silica gel F254, 
Merck, Германия) в системе хлороформ – метанол – 25% 
NH4OH (90 : 10 : 0.1) и (80 : 20 : 0.2). Хроматограммы опры-
скивали 5%-м раствором FeCl3 в метаноле (реактив на 
фенольные соединения), далее анализировали под уль-
трафиолетом. 

Флуоресцентная микроскопия. Флуоресцентную микро-
скопию использовали для визуализации полифосфатов 
с флуорохромом 4′,6′-диамино-2-фенилиндол 2 HCl (DAPI; 
Sigma, USA) [6–9]. Клетки инкубировали при комнатной тем-
пературе в течение 30 мин с DAPI (10 мкг/мл). Затем образ-
цы анализировали на флуоресцентном фазово-контрастном 
микроскопе (AXIO Imager A1, Zeiss, Germany) с фильтром 49 
(Zeiss), с максимумом возбуждения 359 нм и максимумом 
излучения 460 нм.

Таблица 1. Использованные праймеры

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
1492R ACGGYTACCTTGTTACGACTT

Рис. 1. Лодочный ручей (Терский р-н Мурманской обл.), место 
отбора проб.

Рис. 3. Отложение полифосфатов в клетках Serratia sp. Asf1 при флуоресцентной микроскопии с окраской DAPI. А – в среде без Fe 
(III); Б – в среде с Fe (III).

A Б

Рис. 2. Фото чашек с 5 мМ железом (А) и без (Б).

БА
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Результаты и обсуждение

Из природного образца была выделена культура, способ-
ная расти при высоких концентрациях железа: в присутствии 
в среде 5 мМ цитрата Fe(III). Выделенная чистая культура, 
штамм Asf1, по морфологии, культуральным признакам и 
по результатам секвенирования 16s рРНК гена отнесена 
к роду Serratia (табл. 2).

Согласно проведенной хлороформной экстракции, сиде-
рофоры не были визуализированы, из чего можно предпо-
ложить, что отложение окисного железа в колониях бакте-
рий, приобретающих рыжий цвет ржавого железа (рис. 2), 
является неспецифической защитной реакцией выделен-
ного штамма к большому количеству окисленного железа 
в окружающей среде. Отложение аморфных хлопьев железа 
в скоплениях клеток было подтверждено микроскопией. 

Флуоресцентная микроскопия после окраски DAPI пока-
зала, что обильное образование полифосфатов в клетках 
происходило в условиях без Fe (III) и, возможно, подавля-
лось внесением цитрата Fe (III) (рис. 3).

Роль бактерий, способных трансформировать соединения 
железа, важна в глобальном круговороте железа, в том 
числе – в образовании железных руд и переотложении сое-
динений железа в почве. Изучение физиологии и биохимии 
«железобактерий» в общем понимании этого термина акту-
ально как для фундаментальной микробиологии, так и для 
развития геобиотехнологий, для защиты трубопроводов от 
коррозии и для биоремедиации почв. Формы железа и их 
подвижность имеют большое значение для почвы и расте-
ний, поэтому в перспективе возможно создание бакпрепара-
тов для ремедиации почв с высоким содержанием железа. 
Известно, что многие почвенные и водные микроорганизмы 
могут применяться для биоремедиации почв от тяжелых 
метал лов, в том числе и относящиеся к роду Serratia [9, 10]. 
Бактерии рода Serratia особенно перспективны для заво-
дняемых почв, так как являются факультативными анаэро-
бами – эти же свойства факультативного анаэроба и переот-
ложения железа демонстрирует выделенный нами штамм 
Serratia sp. Asf1, что подтверждает возможность его исполь-
зования для биоремедиации в присутствии высоких концен-
траций железа. 

Заключение

Из низкотемпературного природного источника, богатого 
гематитом, выделена микроаэрофильная бактерия штамм 
Asf1, отнесенная к роду Serratia, для которой показаны спо-
собность к росту при высоких концентрациях растворенного 
железа (5 мМ), отсутствие сидерофор и обильное отложение 
неорганизованных внеклеточных окисленных форм желе-

за (III). Предполагается, что штамм может быть использован 
для биоремедиации почв с высоким содержанием железа. 

Литература

1.  Thorpe C, Morris K, Boothman C, Lloyd J. Alkaline Fe (III) reduction by a novel 

alkali-tolerant Serratia sp. isolated from surface sediments close to Sellafield 

nuclear facility. FEMS Microbiol Lett. 2012 Feb;327(2):87-92. DOI: 10.1111/j. 

1574-6968.2011.02455.x.

2.  Жиров ДВ, Пожиленко ВИ, Белкина ОА, Костина ВА, Королева НЕ, 

Константинова НА, и др. Терский район (серия «Памятники природы и досто-

примечательности Мурманской области»). Издание 2-е, исправленное 

и дополненное. СПб.: Ника, 2006, 128 с. 

3.  Heyen U., Schuler D. Growth and magnetosome formation by microaerophilic 

Magnetospirillum strains in an oxygen-controlled fermentor. Appl Microbiol 

Biotechnol. 2003 Jun;61(5-6):536-44. DOI: 10.1007/s00253-002-1219-x

4.  Marmur J. A procedure for the isolation of deoxyribonucleic acid from 

microorganisms. Journal of Molecular Biology. 1961;3(2): 208-18.

5.  Козловский АГ, Антипова ТВ, Желифонова ВП, Баскунов БП, Иванушкина НЕ, 

Кочкина ГА, Озерская СМ. Вторичные метаболиты грибов секции Usti рода 

Aspergillus и их использование в хемосистематике. Микробиология. 2017;86 

(2):164-71. DOI: 10.7868/S0026365617020112

6.  Serafim L, Lemos O, Levantesi C, Tandoi V, Santos H, Reis MA. Methods for 

detection and visualization of intracellular polymers stored by polyphosphate-

accumulating microorganisms. J Microbiol Meth. 2002;51(1):1-18. 

7.  Pavlov E, Aschar-Sobbi R, Campanella M, Turner RJ, Gómez-García MR, Abramov 

AY. Inorganic polyphosphate and energy metabolism in mammalian cells. J Biol 

Chem. 2010 Mar 26;285(13):9420-8. DOI: 10.1074/jbc.M109.013011

8.  Ryazanova L, Andreeva N, Kulakovskaya T, Valiakhmetov A, Yashin V, Vagabov V, 

Kulaev I. The early stage of polyphosphate accumulation in Saccharomyces 

cerevisiae: comparative study by extraction and DAPI staining. Adv Biosci 

Biotechnol. 2011;2(04):293-7.

9.  Martin P, Van Mooy BA. Fluorometric quantification of polyphosphate in 

environmental plankton samples: extraction protocols, matrix effects, and nucleic 

acid interference. Appl Environ Microbiol. 2013 Jan;79(1):273-81. DOI: 10.1128/

AEM.02592-12

10.  Young Y, Cerniglia C. (eds.). Microbiological Transformation and Degradation of 

Toxic Organic Chemicals, In L. Y. Young and C. E. Cerniglia (eds.), Microbiological 

Transformation and Degradation of Toxic Organic Chemicals, Wiley-Liss, New 

York. (1995) pp. 301-324.

References

1.  Thorpe C, Morris K, Boothman C, Lloyd J. Alkaline Fe (III) reduction by a novel alkali-

tolerant Serratia sp. isolated from surface sediments close to Sellafield nuclear facility. 

FEMS Microbiol Lett. 2012 Feb;327(2):87-92. DOI: 10.1111/j.1574-6968.2011.02455.x.

2.  Zhirov DV, Pozhilenko VI, Belkina OA, Kostina VA, Koroleva NE, Konstantinova NA, 

et al. Terskii raion (seriya «Pamyatniki prirody i dostoprimechatel'nosti Murmanskoi 

oblasti»). Izdanie 2nd edition. St. Petersburg: "Nika", 2006, 128 p. (In Russian).

3.  Heyen U., Schuler D. Growth and magnetosome formation by microaerophilic 

Magnetospirillum strains in an oxygen-controlled fermentor. Appl Microbiol 

Biotechnol. 2003 Jun;61(5-6):536-44. DOI: 10.1007/s00253-002-1219-x

4.  Marmur J. A procedure for the isolation of deoxyribonucleic acid from 

microorganisms. Journal of Molecular Biology. 1961;3(2): 208-18.

5.  Kozlovskii AG, Antipova TV, Zhelifonova VP, Baskunov BP, Ivanushkina NE, 

Kochkina GA, Ozerskaya SM. Secondary metabolites of fungi of the Usti section, 

genus Aspergillus and their application in chemosystematics. Microbiology 

(Mikrobiologiya). 2017;86(2):176-82. DOI: 10.7868/S0026365617020112 

(In Russian).

Таблица 2. Ближайшие родственники, согласно NCBI Blast

Название родственного штамма Сходство, 
%

Типовой  
номер

S. quinivorans strain 4364, 16S рРНК ген 97 NR_037112.1
S. proteamaculans штамм DSM 4543, 16S рРНК ген 97 NR_025341.1
S. grimesii штамм DSM 30063, 16S рРНК ген 97 NR_025340.1
S. liquefaciens штамм ATCC 27592, 16S рРНК ген 96 NR_025339.1
S. entomophila штамм DSM 12358, 16S рРНК ген 96 NR_025338.1
S. fonticola штамм DSM 4576, 16S рРНК ген 96 NR_025339.1



Новый штамм Serratia sp. ASf1, растущий при высоких концентрациях железа 

21

6.  Serafim L, Lemos O, Levantesi C, Tandoi V, Santos H, Reis MA. Methods for 

detection and visualization of intracellular polymers stored by polyphosphate-

accumulating microorganisms. J Microbiol Meth. 2002;51(1):1-18. 

7.  Pavlov E, Aschar-Sobbi R, Campanella M, Turner RJ, Gómez-García MR, Abramov 

AY. Inorganic polyphosphate and energy metabolism in mammalian cells. J Biol 

Chem. 2010 Mar 26;285(13):9420-8. DOI: 10.1074/jbc.M109.013011

8.  Ryazanova L, Andreeva N, Kulakovskaya T, Valiakhmetov A, Yashin V, Vagabov V, 

Kulaev I. The early stage of polyphosphate accumulation in Saccharomyces 

cerevisiae: comparative study by extraction and DAPI staining. Adv Biosci 

Biotechnol. 2011;2(04):293-7.

9.  Martin P, Van Mooy BA. Fluorometric quantification of polyphosphate in 

environmental plankton samples: extraction protocols, matrix effects, and nucleic 

acid interference. Appl Environ Microbiol. 2013 Jan;79(1):273-81. DOI: 10.1128/

AEM.02592-12

10.  Young Y, Cerniglia C. (eds.). Microbiological Transformation and Degradation of 

Toxic Organic Chemicals, In L. Y. Young and C. E. Cerniglia (eds.), Microbiological 

Transformation and Degradation of Toxic Organic Chemicals, Wiley-Liss, New 

York. (1995) pp. 301-324.

Информация о соавторах:

Антипова Татьяна Валентиновна, кандидат биологических наук, 
старший научный сотрудник лаборатории вторичных метаболитов 
ФГБУН «Институт биохимии и физиологии микроорганизмов» РАН
Адрес: 142290, Московская область, Серпуховский р-н, г. Пущино,  
пр-т Науки, 5
Телефон: (4967) 31-8596
E-mail: tatantip@rambler.ru

Филатова Ирина Юрьевна, младший научный сотрудник лаборатории 
молекулярной микробиологии ФГБУН «Институт биохимии и физиологии 
микроорганизмов» РАН
Адрес: 142290, Московская область, Серпуховский р-н, г. Пущино,  
пр-т Науки, 5
Телефон: (4967) 31-8661
E-mail: irafilatova24@gmail.com

Звонарёв Антон Николаевич, младший научный сотрудник лаборатории 
ВНТК трехмерных структур микроорганизмов ФГБУН «Институт биохимии 
и физиологии микроорганизмов» РАН
Адрес: 142290, Московская область, Серпуховский р-н, г. Пущино,  
пр-кт Науки, 5
Телефон: (4967) 31-8516
E-mail: zvonarev@ibpm.pushchino.ru

Кулаковская Татьяна Валентиновна, доктор биологических наук,  
заведующая лабораторией регуляции биохимических процессов  
ФГБУН «Институт биохимии и физиологии микроорганизмов» РАН
Адрес: 142290, Московская область, Серпуховский р-н, г. Пущино,  
пр-кт Науки, 5
Телефон: (4967) 31-8578
E-mail: alla@ibpm.pushchino.ru

Вайнштейн Михаил Борисович, доктор биологических наук,  
заведующий лабораторией физиологии микроорганизмов  
ФГБУН «Институт биохимии и физиологии микроорганизмов» РАН
Адрес: 142290, Московская область, Серпуховский р-н, г. Пущино,  
пр-кт Науки, 5
Телефон: (4967) 73-2677
E-mail: vain@ibpm.pushchino.ru

Information about co-authors:

Tatyana V. Antipova, PhD (Biology) laboratory secondary metabolites,  
Skryabin Institute of biochemistry and physiology of microorganisms RAS
Address: 5 Nauki Ave., Pushchino, Serpukhov district, Moscow region, 142290, 
Russian Federation
Phone: (4967) 31-8596
E-mail: tatantip@rambler.ru

Irina Yu. Filatova, junior researcher of Molecular microbiology laboratory,  
Skryabin Institute of biochemistry and physiology of microorganisms RAS
Address: 5 Nauki Ave., Pushchino, Serpukhov district, Moscow region, 142290, 
Russian Federation
Phone: (4967) 31-8661
E-mail: irafilatova24@gmail.com

Anton N. Zvonarev, junior researcher of VNTK three-dimensional structures  
of microorganisms Skryabin Institute of biochemistry and physiology  
of microorganisms RAS
Address: 5 Nauki Ave., Pushchino, Serpukhov district, Moscow region, 142290, 
Russian Federation
Phone: (4967) 31-8516.
E-mail: zvonarev@ibpm.pushchino.ru.

Tatyana V. Kulakovskaya, Doctor of Biological Sciences, head laboratory 
regulation of biochemical processes, Skryabin Institute of biochemistry and 
physiology of microorganisms RAS
Address: 5 Nauki Ave., Pushchino, Serpukhov district, Moscow region, 142290, 
Russian Federation
Phone: (4967) 31-8578
E-mail: alla@ibpm.pushchino.ru

Mikhail B. Vaintstein, Doctor of Biological Sciences, head of laboratory  
physiology of microorganisms Skryabin Institute of biochemistry and  
physiology of microorganisms RAS
Address: 5 Nauki Ave., Pushchino, Serpukhov district, Moscow region, 142290, 
Russian Federation
Phone: (4967) 73-2677
E-mail: vain@ibpm.pushchino.ru

Атака на бактерии с помощью поверхностей, подобных коже акул

Исследователи разработали покрытие, которое наполнено противомикробными средствами и имеет узорчатую алмазо-
подобную текстуру кожи акулы.

Пациенты в больницах подвержены риску развития инфекций, просто касаясь загрязненных постелей и дверных ручек. 
Ученые разрабатывают покрытия для этих часто касаемых поверхностей для борьбы с распространением и ростом микро-
бов. Например, Sharklet AF™ – это покрытие, предназначенное для имитации кожи акулы и уменьшающее способность 
бактерий прилипать к поверхностям. Но долгосрочное использование приведет к накоплению бактерий. Ученые хотели по-
смотреть, будет ли добавление наночастиц диоксида титана (TiO2), которые являются антибактериальными, к материалу 
кожи акулы, эффективно бороться с микробами.

Были напечатаны искусственные поверхности кожи акулы с полимерными и керамическими композитами, с добавкой 
к ним наночастиц диоксида титана. Поверхность кожи акулы без наночастиц уменьшала прикрепление E. coli на 70% по 
сравнению с гладкими пленками. Но поверхности кожи акулы с наночастицами TiO2, подвергшимися воздействию ультра-
фиолетового излучения, за один час погибают более чем на 95% бактерий E. coli и 80% клеток золотистого стафилококка. 
Эту технологию предполагают передать в массовое производство.

Dundar Arisoy F, Kolewe KW, Homyak B, Kurtz IS, Schiffman JD, Watkins JJ
Bioinspired Photocatalytic Shark-Skin Surfaces with Antibacterial and Antifouling Activity via Nanoimprint Lithography. 

ACS Appl Mater Interfaces. 2018;10(23):20055-20063. doi: 10.1021/acsami.8b05066.
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Идентификация и диагностика возбудителей 
микоплазменных маститов коров  
при помощи бактериологических 
и молекулярно-генетических методов
Э.Д.Шнейдер, С.А.Макавчик 

ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургская академия ветеринарной медицины», Санкт-Петербург, Российская Федерация

Цель исследования. Применение бактериологических и молекулярно-генетических методов для исследования 
маститного молока коров на наличие микоплазменных возбудителей.
Материалы и методы. Были отобраны пробы маститного молока для выявления возбудителей рода Mycoplasma и 
идентификации их до вида. Для транспортировки, выделения и первичной дифференциации микоплазм по биохими-
ческим свойствам использовалась готовая питательная среда «Mycoplasma-50». В ходе работы для диагностики и 
идентификации возбудителя были применены два вида полимеразной цепной реакции (ПЦР): ПЦР с электрофорети-
ческой детекцией продуктов амплификации и ПЦР в микрочиповом формате с лиофилизированными тест-системами.
Результаты. Испытуемые пробы не дали положительного результата на среде «Mycoplasma-50». Результаты электро-
форетической детекции в режиме реального времени показывают наличие генетического материала бактерий 
Mycoplasma spp. График регистрации результатов ПЦР в микрочиповом формате с лиофилизированными тест-
системами говорит об обнаружении генетического материала Mycoplasma bovis в исследуемых пробах маститного 
молока.
Выводы. Использование культурального и молекулярно-генетического метода (ПЦР) позволяет выделить и идентифи-
цировать Mycoplasma spp., благодаря чему возможно своевременное выявление болезни и назначение оптимального 
лечения.
Ключевые слова:  бактериология, «Микоплазма-50», культивирование, полимеразная цепная реакция,  

Mycoplasma bovis, Mycoplasma spp., видовая идентификация, микрочиповый формат
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Identification and diagnostics of pathogens  
of bovine mycoplasma mastitis by bacteriological  
and molecular genetic methods
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Purpose. The usage of bacteriological and molecular methods for the investigation of mastic milk for the presence of 
mycoplasma exciters.
Materials and methods. The probes of mastic milk were chosen to detect the exciters of Mycoplasma genus and to identify 
them as species. There were used such the before prepared nutritiou environment as "Mycoplasma-50" for transportation and 
for liberation and for primary differentiation of mycoplasmas due to biochemical internals. During the research were used two 
kinds of polymerase chain reactions (PCR) for diagnostics and identification of exciters: PCR with electrophoretic detection of 
products of amplification with the use of test systems and PCR in microchip form with lyophilized test systems. 
Results. The testes probes didn't give Any positive results in prepared environment "Mycoplasma-50". The results of 
electrophoresis detection in real time mode show the presence of genetic material of Mycoplasma spp. bacteria. The schedule 
of PCR results in microchip form with lyophilized test systems registration informs about the detection of genetic materials of 
Mycoplasma bovis in researched probes of mastic milk.
Conclusion. The usage of cultural of molecular-biological methods (PCR) lets exactly distinguish Mycoplasma hominis bovis 
that helps to discover the disease in good time and make the optimal treatment.
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В оспаление вымени коров и телок в зависимости от 
вида и вирулентности микоплазм протекает чаще бес-

симптомно, без заметного увеличения клеточных элементов 
в молоке, или же клинически выражено – отек, уплотнение и 
болезненность пораженных долей вымени, секрет становит-
ся водянистым с примесью небольшого количества хлопьев 
казеина. Возбудителями микоплазменных маститов являют-
ся Mycoplasma bovigenitalium, Mycoplasma bovimastitidis, 
Mycoplasma agalactiae, Mycoplasma bovis [1].

Микоплазмы растут только на многокомпонентных сре-
дах, включающих витамины, аминокислоты, углеводы, неор-
ганические соли. Для их дифференциации нужны специаль-
ные сложные питательные среды, содержащие аргинин и 
глюкозу. Приготовление питательных сред для микоплазм 
в диагностической лаборатории длительно и трудоемко. 
Использование готовых наборов питательных сред для куль-
тивирования микоплазм облегчает и ускоряет процесс выде-
ления и идентификации микоплазм [2].

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) является одним 
из ведущих методов современной лабораторной диагно-
стики в ветеринарной медицине. Метод ПЦР особенно 
эффективен для диагностики трудно культивируемых 
форм микроорганизмов при острых и хронических инфек-
циях [3]. 

Цель данной работы – исследования маститного молока 
коров на наличие микоплазменных возбудителей бактерио-
логическими и молекулярно-генетическими методами.

Материалы и методы

В хозяйствах Северо-Западного региона у маститных 
коров были отобраны пробы молока для выявления возбуди-
телей рода Mycoplasma и идентификации их до вида.

Для транспортировки проб, первичного посева и диффе-
ренциации микроорганизмов применяли питательную среду 
«Мycoplasma-50» (НИИЭМ им. Пастера). Для контроля ис-
пользовали плотную среду для урогенитальных микоплазм – 
модифицированную среду Хейфлика, содержащую дрож-
жевой экстракт, сыворотку крови лошади, теллурит калия 
(лаборатория микробиологии НИИ АГиР им. Д.О. Отта). 
Среды подготавливали согласно инструкции по примене-
нию. Посевы на жидкой среде в пробирках Эппендорфа 
культивировали в термостате при температуре 37–38°С 72 ч, 
просматривая ежедневно. Посевы на плотной среде культи-
вировали при тех же режимах в атмосфере избыточного 
коли чества СО2 (в эксикаторе) до 7 сут. Положительным 
контролем служили пробирки и чашки с посевами на тех же 
средах культур M. hominis (аргининферментирующая мико-
плазма).

В ходе работы применили два вида ПЦР: ПЦР с электро-
форетической детекцией продуктов амплификации с ис-
пользованием тест-систем (ФБУН ЦНИИ эпидемиологии 
Роспотребнадзора), а также ПЦР в микрочиповом формате 
с лиофилизированными тест-системами (OOO «Люмэкс-
маркетинг», Россия).

Для идентификации Mycoplasma spp. проводили поста-
новку ПЦР с электрофоретической детекцией продуктов 
амплификации. Выделение ДНК из отобранных образцов 
проводили с использованием оптимизированного коммер-

ческого набора «РИБО-преп» («ИнтерЛабСервис», Россия). 
Для процесса амплификации ПЦР с электрофоретической 
детекцией использовали прибор «Терцик» (ООО «ДНК Тех-
но логия», Москва). Для проведения электрофоретической 
детекции использовали камеру для электрофоретических 
разделений ПЦР-продуктов в агарозном геле. 

Для видовой идентификации использовали ПЦР в реаль-
ном времени с набором микрочипов с лиофилизирован-
ными тест-системами. Для проведения амплификации при-
меняли микрочиповый ПЦР-РВ амплификатор «АриаДНА» 
(ООО «Люмекс-маркетинг», Россия). 

Результаты и обсуждение

Положительный результат на среде «Mycoplasma homi-
nis-50» – это четкий визуальный переход окраски рН-инди-
катора от зеленого до фиолетового цвета. Ни одна из ис-
пытуемых проб не дала положительного результата – из-
менения цвета в пробирках не обнаружено. Но через 72 ч 
после посева на плотной среде для урогенитальных мико-
плазм при просмотре с увеличением ×40 был отмечен рост 
характерных для микоплазм мелких колоний неправильной 
округлой формы, с зернистой поверхностью. Произвели 
пересев с жидкой питательной среды на плотную среду и 
через 3 сут увидели рост характерных для микоплазм коло-
ний (рис. 1).

Таким образом, в исследуемых пробах была обнаружена 
группа «неферментирующих» глюкозу и аргинин мико-
плазм, к которой относятся Mycoplasma bovis и Mycoplasma 
bovige nitalium. При снижении иммунного статуса данные 
микроорганизмы самостоятельно или вместе с другими 
микроорганизмами способны вызывать маститы, вульвова-
гиниты и бесплодие у коров, а также пневмонии и артриты 
у телят.

Анализ электрофореграмм проводили с помощью фото-
системы (рис. 2).

Полосы электрофореграммы четкие, что свидетельству-
ет о содержании нужных копий ДНК в отобранных образ-
цах. Следовательно, результат можно признать положи-
тельным. В качестве «положительного контроля» исполь-
зовали стандарт ДНК искомого микроорганизма. «Положи-
тельный контроль» позволяет удостовериться, что все 
компоненты, входящие в состав реакционной смеси, обес-
печивают нормальное прохождение реакции. Отрица тель-
ные контроли (в качестве пробы буферные растворы набо-
ров для растворения выделенных ДНК – соответственно 
наборам).

Амплификатор «АриаДНА» осуществляет ПЦР-РВ анализ 
с использованием двухканального флуоресцентного детек-
тора. Чип с иммобилизованными в микрореакторах компо-
нентами ПЦР-смеси позволяет сократить время подготовки 
к проведению эксперимента, упростить и ускорить процеду-
ру анализа, а также делает возможным скрининг большого 
числа проб за короткое время (рис. 3).

По окончании ПЦР-анализа происходит автоматическая 
генерация отчетов с информацией о наличии или отсутствии 
искомых возбудителей (наличии или отсутствии свечения) 
посредством построения графика анализа результатов 
ампли фикации специфических участков ДНК (рис. 4). 
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Используемая в медицине готовая жидкая питательная 
среда «Мycoplasma-50», предназначенная для выделения, 
идентификации аргининферментирующих и глюкозофер-
ментирующих микоплазм человека, может использоваться 
для выделения, первичной дифференциации урогениталь-
ных микоплазм крупного рогатого скота, с параллельным 
использованием плотной модифицированной среды Хейф-
лика в качестве контроля. Мycoplasma bovis и Mycoplasma 
bovigenitalium росли на данных средах, но не изменяли цвет 
индикатора, что затрудняло оценку теста. Но, учитывая 
трудности изготовления сложных специальных питательных 
сред, применение питательных сред «Mycoplasma bovis» 
в ветеринарной микробиологии является целесо образным.

Результаты электрофоретической детекции в режиме ре-
ального времени показывают наличие генетического мате-

риала бактерий Mycoplasma spp. Результаты ПЦР в микро-
чиповом формате с лиофилизированными тест-системами 
свидетельствуют об обнаружении генетического материала 
Mycoplasma bovis. 

Заключение

Использование готовой питательной среды «Мyco plas-
ma-50» производства «Отдела новых технологий НИИЭМ 
им. Пастера» для обнаружения и идентификации мико-
плазм в образцах от крупного рогатого скота является 
более простым и удобным способом, так как приготовление 
специальных питательных сред для микоплазм в диагно-
стической лаборатории – более трудоемкий и длительный 
процесс.

В ветеринарной лабораторной практике все большее при-
менение находят различные виды ПЦР с целью быстрой 
идентификации возбудителей, культивирование которых 
слишком длительно и трудоемко или затруднено.
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Рис. 1. Результат учета исследуемых проб на среде «Mycoplasma 
hominis-50» на четвертые сутки.

Рис. 2. Учет результатов детекции продуктов амплификации 
в агарозном геле.

Рис. 3. Микрочиповый ПЦР–РВ амплификатор «АриаДНА», 
ООО «Люмекс-маркетинг».

Рис. 4. График регистрации результатов ПЦР в режиме реально-
го времени с использованием лиофилизированных тест–систем 
на микрочипе: ВКО – внутренний контрольный образец; К+ – поло-
жительный контроль; M. bovis – ДНК в пробах маститного молока.
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Новый метод может быстро и точно выявлять инфекции

В новом исследовании описывается метод, который может быстро и точно показать, заражен ли человек вредными бак-
териями или другими патогенами. Кроме того, этот новый метод показывает точную степень тяжести инфекции у человека. 

Наиболее распространенным методом тестирования на инфекцию в медицинских учреждениях в настоящее время явля-
ются полоски, приобретающие определенный цвет при контакте с зараженными жидкостями. Недостоверности анализа, 
полученного этим методом, возникают из-за субъективной оценки цвета и в случае цветных жидкостей (моча, кровь).

Микробиологические методы или исследование образцов жидкости организма под микроскопом и подсчет лейкоцитов, 
которые являются показателем инфекции, являются более медленными процессами и требуют более высококвалифициро-
ванного персонала.

Авторы исследования решили проверить электрохимический подход и создали молекулы, которые связываются с фер-
ментами лейкоцитов и производят электрический ток, сигнализируя о наличии инфекции. Молекулы размещены на тест-
полоске. После контакта с инфицированными жидкостями полоска подключается к компьютерному монитору, который ото-
бражает четкий диапазон электрохимических ответов, демонстрирующих тяжесть инфекции. 

Метод может быть особенно полезен для пациентов, которые только что подверглись хирургическому вмешательству, 
поскольку он может окончательно определить, есть ли у них инфекция от процедуры до того, как она ухудшится.

Подана заявка на патент на изобретение, опубликованы два документа и планируются дальнейшие работы по оптимиза-
ции метода.

Hanson D, Menard T, Blazek T, McHardy S, Gorski W.
Synthesis and Characterization of Pyridine Compounds for Amperometric Measurements of Leukocyte Esterase. 

Chembiochem. 2018 Apr 20. doi: 10.1002/cbic.201800164.

м е ж д у н а р о д н а я  м е д и ц и н с к а я  п е ч а т ь

Использование бактерий для сокращения молочных отходов

Процесс изготовления молочных продуктов создает много отходов в виде кислой сыворотки, но команда ученых из 
Университета Корнелла, США и Тюбингенского университета в Германии открыла способ превратить эти отходы в полезные 
соединения с использованием бактерий. Кислотная сыворотка в основном состоит из сахаров и кислоты, но она слишком 
кислая, чтобы ею можно было кормить скот. Исследователи обнаружили, что в реакторных емкостях, заполненных бакте-
риями, обнаруженными в кишечных микробных сообществах, кислотная сыворотка может быть превращена в более полез-
ные вещества, такие как капроновая и каприловая кислота, которые являются естественными противомикробными сред-
ствами и могут использоваться в кормах для скота. В качестве альтернативы дальнейшая обработка может превратить 
производственные отходы в соединения, которые могут быть дополнительно очищены до биотоплива. 

Xu J, Hao J, Guzman JJL, Spirito CM, Harroff LA, Angenent LT.
Temperature-Phased Conversion of Acid Whey Waste Into Medium-Chain Carboxylic  

Acids via Lactic Acid: No External e-Donor. 
Joule 2, 280–295. https://doi.org/10.1016/j.joule.2017.11.008
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Создание базы данных клинических 
штаммов грамотрицательных бактерий 
для изучения молекулярных механизмов 
антибиотикорезистентности
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Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Создана и зарегистрирована в Реестре база данных «Клинические штаммы грамотрицательных бактерий для изу-
чения молекулярных механизмов антибиотикорезистентности» (Свидетельство о регистрации № 2017621413 
от 01.12.2017 г.), которая содержит информацию о 878 штаммах семейства Enterobacteriaceae и неферментирующих 
грамотрицательных бактерий, выделенных в лечебных учреждениях г. Москвы в 2004–2016 гг. База данных включает 
в себя 17 таблиц (4 основных, 2 обобщающих, 9 справочных и 2 дополнительных), 22 запроса для анализа спектра 
чувствительности штаммов к антибактериальным препаратам и 7 форм для введения информации. База данных пред-
назначена для использования при расследовании вспышек и спорадических случаев инфекций, для оценки эпидемио-
логических и генетических особенностей их возбудителей, для характеристики штаммов грамотрицательных бактерий 
при депонировании.
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П роблема антибиотикорезистентности патогенных 
микро организмов актуальна для здравоохранения 

во всем мире [1]. Резистентность к антибиотикам у бакте-
рий возникает в результате мутаций или горизонтального 
переноса генов [2]. В научной литературе описано большое 
количест во молекулярно-генетических механизмов анти-
био тикорезис тентности, основанных на модификации ми ше-
ней антибиотиков, инактивации молекул лекарства, измене-
нии проницаемости бактериальных мембран, активации 
эффлюксных насосов и метаболических шунтов [3]. 
В результате эволюции антибиотикорезистентности появи-
лись бактериальные патогены со множественной лекар-
ственной устойчивостью (MDR), экстремальной лекарствен-
ной устойчивостью (XDR) и полной лекарственной устойчи-
востью (PDR) [4].

В последние годы определен спектр наиболее опасных 
клини ческих антибиотикорезистентных бактерий (Entero-
coccus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumo niae, 
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa и Entero-
bacter spp.), названный аббревиатурой «ESСAPE патоге-
ны» – организмы, «избегающие» антимикробного подавле-
ния антибиотиками и представляющие собой новую пара-
дигму в патогенезе, трансмиссии и резистентности [5]. 
Совокупные данные об уровне антибиотикорезистентности, 
ее молекулярных механизмах и предполагаемых молекуляр-
ных механизмах распространения, наряду с генетической 
характеристикой штамма, такой как сиквенс-тип и генотип 
вирулентности, являются очень важной эпидемиологической 
информацией, поскольку позволяют определить происхо-
ждение штаммов, источник и пути распространения инфек-
ции, методики лечения и предупреждения развития забо-
леваний [6]. 

В связи с этим постоянно развиваются методы диагности-
ки антибиотикорезистентности и ее механизмов, что приво-
дит к необходимости разработки пополняемых баз данных 
для анализа вновь поступающей информации. 

База данных (БД) – это интегрированная компьютерная 
структура, содержащая совокупность систематизированных 
данных и метаданных, предоставляющая конечному пользова-
телю возможность поиска и обработки информации, содер-
жащейся в ней [7]. В Российской Федерации на сегодняшний 
день осуществляется государственная регистрация БД в каче-
стве результатов интеллектуальной деятельности (РИД). В ка-
честве примера можно привести БД по антибиотикорезистент-
ности возбудителей инфекций, передающихся половым путем 
(ИППП) [8], а также БД по характеристикам нуклеотидных по-
следовательностей геномов штаммов возбудителей бактери-
альных и вирусных инфекций I–II групп патогенности [9].

Цель настоящей работы – создание пополняемой БД, 
позво ляющей осуществить поиск и обработку информации 
об источниках и времени выделения клинических штаммов 
грамотрицательных бактерий, их фенотипах и генотипах 
антибиотикорезистентности, наличии у них генов вирулент-
ности, а также систематизировать имеющиеся данные 
по сиквенс-типам. БД предназначена для специалистов мик-
робиологических лабораторий, расследующих вспышки и 
спорадические случаи госпитальных и внегоспитальных 
инфек ций, вызванных грамотрицательными бактериями; 
при оценке эпидемиологических и генетических особенно-
стей возбудителей, выделяемых из клинического материа-
ла, от животных и из окружающей среды; для специалистов, 
занимающихся коллекционной работой, – для описания 
новых генотипов штаммов и депонирования в Государст-
венные коллекции патогенных микроорганизмов.

Рис. 1. Схема данных основных таблиц «Паспорт», «Гены вирулентности», «Гены резистентности», «Антибиотико резис тент ность» 
и обобщающих таблиц «Генотип резистентности», «Генотип вирулентности».
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Материалы и методы

Для создания БД «Клинические штаммы грамотрицатель-
ных бактерий для изучения молекулярных механизмов анти-
биотикорезистентности» использовали программу Microsoft 
Office Access 2007 со стандартным пакетом приложений. 
Структура БД включает в себя таблицы, предназначенные 
для хранения информации, а также стандартные методы 
обра ботки информации.

Для заполнения таблиц БД использовали информацию 
о клинических штаммах грамотрицательных бактерий III–
IV групп патогенности, полученных в ходе мониторинговой 

работы и расследований вспышек инфекционных заболева-
ний в лаборатории антимикробных препаратов отдела мо-
лекулярной микробиологии Федерального бюджетного 
учреждения науки «Государственный научный центр при-
кладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнад-
зора (ФБУН ГНЦ ПМБ) в 2004–2016 гг. [10, 11]. Для каждого 
штамма вносили информацию по следующим категориям: 
клинико-эпидемиологические данные (дата выделения, 
источ ник выде ления, место выделения, диагноз); фенотип 
антибиотикорезистентности (минимальные подавляющие 
концентрации (МПК) антибактериальных препаратов, интер-
претация чувст вительности); гены антибиотикорезистент-

Рис. 2. Форма «Паспорт штамма».

Рис. 3. Форма «Добавление гена вирулентности».
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ности; для ряда штаммов описаны гены вирулентности и 
сиквенс-типы. В соответствии с этическими требованиями 
БД не содержит персональной информации пациентов 
(имени и фамилии, возраста, этнической и расовой принад-
лежности и др.).

Результаты и обсуждение

БД «Клинические штаммы грамотрицательных бактерий 
для изучения молекулярных механизмов антибиотикорези-
стентности» содержит информацию о 878 штаммах семейст-
ва Enterobacteriaceae и неферментирующих грамотрица-

тельных бактерий (НГОБ), принадлежащих к 23 видам. 
Клинические штаммы были выделены в лечебных учрежде-
ниях города Москвы в период с 2004 по 2016 гг. БД включа-
ет в себя 17 таблиц, 22 запроса и 7 форм. Объем программы 
оптимизирован для удобства работы на флеш-носителях 
и составляет 9,4 Мбайта. База данных включает четыре 
основные таблицы, которые содержат уникальную информа-
цию, а также две обобщающие таблицы, девять справочных 
таблиц и две дополнительные таблицы (рис. 1).

Таблица «Паспорт» содержит основную эпидемиологи-
ческую информацию о каждом штамме, а также обобщен-
ную характеристику каждого штамма, генерируемую на 

Рис. 5. Форма «Антибиотикорезистентность».

Рис. 4. Форма «Добавление гена резистентности».
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основе других таблиц («Генотип резистентности», «Генотип 
вирулентности»). Для заполнения таблицы «Паспорт» соз-
дана форма «Паспорт штамма», позволяющая вносить 
данные о виде микроорганизма, названии штамма, дате, 
источнике и месте выделения, а также о диагнозе заболе-
вания (рис. 2).

Основная таблица «Гены вирулентности» содержит ин-
формацию о наличии генов вирулентности у бактерий дан-
ного штамма, для заполнения которой создана форма 
«Добавление гена вирулентности», позволяющая вносить 
для конкретных штаммов наименования и характеристики 
генов вирулентности (рис. 3).

Основная таблица «Гены резистентности» содержит 
инфор мацию о наличии генов антибиотикорезистентности 
в штаммах бактерий. Для заполнения этой таблицы создана 
форма «Добавление гена резистентности», позволяющая 
вносить для конкретных штаммов наименования и характе-
ристики генов антибиотикорезистентности (рис. 4).

В основной таблице «Антибиотикорезистентность» содер-
жится информация о чувствительности штаммов к 40 анти-
бактериальным препаратам. Для заполнения этой таблицы 
разработана форма «Антибиотикорезистентность», с помо-
щью которой можно вносить значения МПК всех антибиоти-
ков для каждого штамма (рис. 5).

Рис. 6. Форма «Добавление антибиотика».

Рис. 7. Запросы базы данных по спектру чувствительности штам мов к отдельным функциональным группам антибиотиков.
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Обобщающие таблицы «Генотип вирулентности» и «Гено-
тип резистентности» позволяют консолидировать данные 
таблиц «Гены вирулентности» и «Гены резистентности» 
соот ветственно и получить на выходе характеристики гено-
типов вирулентности и антибиотикорезистентности, которые 
адресуются в таблицу «Паспорт».

Перечень значений ячеек, используемых в основных та-
блицах, содержится в девяти справочных таблицах: видовая 
принадлежность бактерии – в таблице «Вид микроорга-
низма», название города – в таблице «Место выделения», 
перечень клинических материалов – в таблице «Источник 
выделения», наименования функциональных групп антибио-
тиков – в таблице «Класс антибиотиков», названия антибак-
териальных препаратов – в таблице «Антибиотики», наиме-
нования генов вирулентности – в таблице «Список генов 
вирулентности», названия генов антибиотикорезистент-
ности – в таблице «Список генов резистентности», наимено-
вания генов «домашнего хозяйства», используемых для 
определения сиквенс-типов – в таблице «ST-гены», номера 
сиквенс-типов – в таблице «Виды сиквенс-типов». Для запол-
нения таблиц «Антибиотики», «Вид микроорганизма» и «Виды 
сиквенс-типов» созданы формы «Добавление антибиотика», 
«Добавление нового вида микроорганизма» и «Добавление 
сиквенс-типа» соответственно (рис. 6).

Все формы, используемые для введения информации 
в БД, снабжены интерактивными кнопками и выпадающими 
списками, а также защищены стандартными для программы 
Microsoft Office Access 2007 макросами от случайного введе-
ния данных. 

База данных позволяет проводить анализ спектра чувст-
вительности штаммов к отдельным функциональным группам 
антибиотиков с помощью 22 стандартных запросов (рис. 7).

Таким образом, разработанная БД «Клинические штам-
мы грамотрицательных бактерий для изучения молекуляр-
ных механизмов антибиотикорезистентности» позволяет 
осуществить поиск и обработку информации о клинических 
штаммах, в том числе об их клинико-эпидемиологических 
характеристиках, фенотипах и генотипах антибиотикорези-
стивности и вирулентности, содержании генов антибиотико-
резистивности и вирулентности, а также по принадлежности 
к генетическим линиям (сиквенс-типам).

БД зарегистрирована в Реестре баз данных 1 декабря 
2017 г. под № 2017621413.

Финансирование работ
Данная работа выполнена в рамках отраслевой програм-

мы Роспотребнадзора.
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Санитарно-микробиологическое состояние 
вод малых водоемов Ленинградской области 
П.А.Полистовская, К.П.Кинаревская, А.А.Бахта, А.Б.Балыкина, П.Д.Бохан

ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургская академия ветеринарной медицины», Санкт-Петербург,  
Российская Федерация

Исследование санитарно-микробиологического состояния вод малых водоемов Ленинградской области показало нали-
чие сапрофитных микроорганизмов в пределах от 0,061 до 0,203 тыс. кл./мл в воде Среднерогатского пруда, в воде 
пруда парка Авиаторов – от 0,059 до 0,256 тыс. кл./мл, в воде пруда Нагорного парка – от 0,064 до 0,232 тыс. кл./мл, 
в Южном озере – от 0,069 до 0,241 тыс. кл./мл. Количество сапрофитных микроорганизмов преобладало в придонном 
горизонте всех водоемов. Наиболее высокие показатели общего микробного числа (ОМЧ) имеют пруды в парке 
Авиаторов и Южное озеро системы Солдатских озер. Показатель общих колиформных бактерий (ОКБ) был в диапа-
зоне от 31 до 61 КОЕ/мл на разных станциях отбора проб в воде Среднерогатского пруда, в воде пруда парка 
Авиаторов – от 49 до 59 КОЕ/мл, в воде пруда Нагорного парка – от 29 до 38 КОЕ/мл, в Южном озере – от 38 до 
88 КОЕ/мл. Результаты определения ОКБ в воде исследуемых водоемов указали на превышение установленных нор-
мативов для вод населенных пунктов у всех четырех водоемов.
Ключевые слова:  общее микробное число, общие колиформные бактерии, санитарно-микробиологическое  
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The study of sanitary and microbiological condition of waters of small reservoirs of the Leningrad region showed the presence 
of saprophytic microorganisms in the range of 0.203 to 0.061 thousand cells/ml in water Srednerogatskyi pond, in the pond 
water Park of Aviators – from 0.059 to 0.256 thousand cells /ml, in the pond water of Nagornyy Park from 0.064 to 0.232 
thousand cells/ml, in the South lake from 0.241 up to 0.069 thousand cells/ml. The number of saprophytic microorganisms 
predominated in the bottom horizon of all water bodies. The highest rates of TMC have a pond in the Park of Aviators and the 
southern lake of the Soldier's lake system. The CCB index ranged from 31 to 61 CFU / ml at different sampling stations in the 
water of the Srednerogatsky pond, in the water of the Aviator Park pond-from 49 to 59 CFU/ml, in the water of the pond of 
Nagornyy Park – from 29 to 38 CFU/ml, in the South lake – from 38 to 88 CFU/ml. The results of the determination of CCB in 
the water of the studied reservoirs indicated exceedances of standards for water settlements all four reservoirs.
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В озрастающая антропогенная нагрузка на водные эко-
системы обуславливает необходимость их мониторин-

га и вместе с тем является основополагающей задачей 
сохранения водного потенциала страны. К сожалению, 
гидрометеослужба, осуществляющая наблюдение за состоя-
нием водных объектов, охватывает только наиболее круп-
ные и значимые с хозяйственной или рекреационной точки 

зрения водоемы. На малых же озерах исследования либо не 
проводятся вообще, либо периодичность наблюдений недо-
статочна, чтобы оценить изменения экосистемы под дейст-
вием антропогенных факторов.

Нерациональное использование огромного водного потен-
циала страны продиктовано недостатком информации о функ-
ционировании экосистем малых водоемов. Детальное изу-
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чение водных объектов, в особенности малых озер и прудов, 
необходимо, в первую очередь, для определения направле-
ния их эксплуатации [1]. Например, для развития рыбовод-
ства и рыболовства на ряде малых озер часто необходимо 
проведение рыбохозяйственной мелиорации. Однако мелио-
ративные мероприятия невозможны без тщательного иссле-
дования данных объектов. 

Недостаток информации о санитарном состоянии вод 
приводит порой к тому, что для рекреационных нужд исполь-
зуются малые озера и пруды, качество вод в которых не 
соот ветствует по ряду показателей нормативам, предусмо-
тренным законодательством, что может нанести существен-
ный ущерб здоровью человека и животных. Степень воз-
действия водосбора на малые озера по интенсивности зна-
чительно выше, чем в случае крупных водоемов. Поэтому 
губи тельно действуют на малые озера не только застройка 
береговой линии, но и сброс в водоемы дренажных вод. Все 
это приводит к увеличению выноса в озера биогенных и 
загряз няющих веществ и нарушает естественные условия 
формирования стока на водосборе.

Экосистемы подавляющего большинства малых озер 
явля ются весьма уязвимыми. В результате хозяйственной 
деятельности озера теряют свое значение в качестве источ-
ников чистой воды. Деградация или исчезновение малых 
озер значительно обедняет биоразнообразие любого при-
родного комплекса. Для разработки мер по восстановлению 
озер, направленных на снижение интенсивности их обмеле-
ния, зарастания, антропогенного эвтрофирования и загряз-
нения необходимы сведения об экологическом состоянии 
водоемов, поэтому было важно оценить экологическое состоя-
ние исследуемых объектов.

Цель настоящей работы – оценить современное сани-
тар но-микробиологическое состояние ряда малых водоемов 
Ленинградской области.

Материалы и методы 

Объектами исследования являлись пруды Санкт-Петер-
бурга и Ленинградской области: пруд в парке Авиаторов, 
Среднерогатский пруд, пруд в Нагорном парке и Южное 
озеро системы Солдатских озер.

Пробы отбирались у поверхности и в придонном горизон-
те в период открытой воды с периодичностью 2 нед с сен-
тября по ноябрь 2016 г., а также в весенний период (март 
2017 г.). 

Санитарно-микробиологическое исследование включает 
данные по количеству бактерий, растущих на мясо-пептон-
ном агаре (МПА), и количеству колиформных бактерий.

Отбор проб воды для санитарно-бактериологических 
иссле дований, определение общего количества микроорга-
низмов и бактерий группы кишечных палочек производи-
лись согласно общепринятым методикам [2].

Результаты исследования 

Санитарно-микробиологический анализ вод показал, что 
ко личество сапрофитных микроорганизмов находилось 
в пределах от 0,061 до 0,203 тыс. кл./мл в воде Среднеро-
гатского пруда, в воде пруда парка Авиаторов – от 0,059 до 

0,256 тыс. кл./мл, в воде пруда Нагорного парка – 
от 0,064 до 0,232 тыс. кл./мл, в Южном озере – от 0,069 до 
0,241 тыс. кл./мл.

Стоит отметить, что показатель общего микробного числа 
(ОМЧ) преобладает в придонном горизонте водоемов. 
Это связано с накоплением на дне органических веществ, 
питающих микроорганизмы. Также нами были отмечены 
коле бания показателя с течением времени. При исследо-
вании было выявлено, что наиболее богаты микробной фло-
рой пруд в парке Авиаторов и Южное озеро системы 
Солдатских озер.

При определении общих колиформных бактерий (ОКБ) 
в воде исследуемых объектов было обнаружено от 31 до 
61 КОЕ/мл на разных станциях отбора проб в воде Сред не-
рогатского пруда, в воде пруда парка Авиаторов – от 49 до 
59 КОЕ/мл, в воде пруда Нагорного парка – от 29 до  
38 КОЕ/мл, в Южном озере – от 38 до 88 КОЕ/мл. Результаты 
определения ОКБ в воде исследуемых водоемов указали 
на превышение установленных нормативов для вод насе-
ленных пунктов у всех четырех водоемов [3]. При этом стоит 
отметить, что показатель ОКБ в воде Южного озера выше, 
чем в воде других исследуемых водоемов. 

Выводы 

При санитарно-микробиологическом исследовании вод 
малых водоемов Ленинградской области (пруд в парке 
Авиаторов, Среднерогатский пруд, пруд в Нагорном парке, 
Южное озеро системы Солдатских озер) были определе-
ны такие показатели, как ОМЧ и ОКБ. Полученные данные 
иссле дуемых показателей вод позволяют сделать вывод 
о современном санитарно-гигиеническом состоянии во-
доемов, что включает в себя непригодность объектов 
анализа для рекреационной деятельности вследствие 
превышения установленных нормативов показателей 
ОМЧ и ОКБ.

Так как городские водоемы уязвимы, и антропогенное 
воздействие на них часто балансирует на грани емкости 
среды, превышение уровня загрязнения может привести 
к антропогенному эвтрофированию, поэтому необходимо 
проведение мониторинга таких водоемов, процедур по со-
хранению и оздоровлению водных биоценозов, а также сни-
жение антропогенной нагрузки там, где это возможно. 
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Анализ 3800-летних геномов Yersinia pestis предлагает происхождение 
бронзового века для бубонной чумы

Происхождение возбудителя чумы Yersinia pestis и ранние этапы его эволюции являются предметом фундаментальных 
исследований, учитывая его высокую вирулентность и смертность, возникшие в результате прошлых пандемий. Хотя самые 
ранние свидетельства заражения людей Y. pestis относят к позднему неолиту/бронзовому веку Евразия (LNBA, 5000–3500 
лет назад), эти штаммы не содержат ключевых генетических компонентов, необходимых для адаптации блох, что делает 
способ их передачи и возникновения болезни у людей неясным. В данной работе были восстановлены древние геномы 
Y. pestis от людей периода поздней бронзы (~3800 лет назад) в Самарской области современной России. Показаны четкие 
различия между нашими новыми штаммами и линией LNBA. Предполагается, что полная способность к опосредуемой бло-
хам передаче, вызывающей бубонную чуму, эволюционировала более чем на 1000 лет раньше, чем предполагалось ранее. 
Высказывается также предположение, что в эпоху бронзы было установлено несколько линий Y. pestis, некоторые из кото-
рых сохраняются до наших дней.

Spyrou M.A., Tukhbatova R.I., Wang C.-C., Valtueña A.A., Lankapalli A.K., Kondrashin V.V., et al.
Analysis of 3800-year-old Yersinia pestis genomes suggests Bronze Age origin for bubonic plague. 

Nat Commun. 2018;9(1):2234. doi: 10.1038/s41467-018-04550-9

Ученые Национального института аллергии и инфекционных болезней  
показывают, как возбудитель туляремии вызывает заболевание

Они обнаружили, что трюки F. tularensis содержат митохондрии клеток, которые продуцируют энергию для клетки в двух 
разных фазах инфекции. В первые восемь часов заражения бактерии увеличивают активность митохондрий, что ингибиру-
ет гибель клеток и предотвращает воспаление клетки, чтобы избежать атаки иммунной системы. Через 24 ч бактерии нару-
шают функцию митохондрий, интенсивно делятся и распространяются по организму. Эти фундаментальные научные резуль-
таты могут сыграть определенную роль в разработке эффективных стратегий лечения.

Jessop F, Schwarz B, Heitmann E, Buntyn R, Wehrly T, Bosio CM.
Temporal manipulation of mitochondrial function by virulent Francisella tularensis to limit inflammation and control cell death. 

Infect Immun. 2018 May 14. pii: IAI.00044-18. doi: 10.1128/IAI.00044-18.

м е ж д у н а р о д н а я  м е д и ц и н с к а я  п е ч а т ь



36

Бактериология, 2018, том 3, №1, с. 36–44
Bacteriology, 2018, volume 3, No 1, p. 36–44 

DOI: 10.20953/2500-1027-2018-1-36-44

Клонирование и экспрессия генов биосинтеза 
сидерофора иерсиниахелина Yersinia pestis 
в клетках Escherichia coli
Д.А.Кузнецова, О.Н.Подладчикова

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону противочумный институт» Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону,  
Российская Федерация

Настоящее исследование посвящено изучению гидроксаматного сидерофора иерсиниахелина (Ych) возбудителя чумы 
Yersinia pestis. Целью работы были создание рекомбинантного штамма кишечной палочки – продуцента Ych, анализ 
экспрессии этого сидерофора в гетерологичном хозяине и оценка возможности использования рекомбинантного 
штамма для получения препарата Ych. В результате на основе плазмидного вектора сконструирована рекомбинантная 
плазмида, содержащая четыре гена биосинтеза Ych (аналоги ypo1529-1532) без собственного промотора, которые 
экспрессируются под контролем нерегулируемого железом векторного Plac промотора. Рекомбинантная плазмида, 
введенная в штамм E. coli, не синтезирующий собственные сидерофоры, способствует значительной экспрессии Ych. 
Сравнение свойств рекомбинантного и контрольного штамма, содержащего векторную плазмиду, позволило заклю-
чить, что экспрессия Ych в клетках кишечной палочки способствует защите бактерий от реактивных соединений кис-
лорода. Анализ продукции Ych рекомбинантным штаммом выявил его перспективность для выделения Ych и его 
дальнейшей характеристики.
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Ж елезо является существенным элементом в метабо-
лизме патогенных бактерий, однако в организме 

животных его доступность ограничена низкой растворимо-
стью в физиологических условиях и прочной связью с белка-
ми, которые выполняют функции неспецифической защиты 

хозяина от бактерий [1]. Повышение продукции этих белков 
в ответ на инфекцию является одним из элементов «пище-
вого иммунитета», который ограничивает доступность желе-
за для бактерий [2]. Этот процесс способствует еще больше-
му снижению концентрации свободного железа [3]. Недос-
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таток железа является для бактерий сигналом присутствия в 
организме хозяина, вследствие чего они перестраивают 
свой метаболизм [4]. Одним из первых этапов этой пере-
стройки является секреция в среду низкомолекулярных 
хелаторов железа – сидерофоров, извлекающих этот эле-
мент из комплексов с белками и доставляющих его бакте-
риям [5, 6].

Известно, что сидерофоры вносят существенный вклад 
в развитие инфекционного процесса и являются признанны-
ми факторами вирулентности, выполняющими также множе-
ство других функций [7]. Они участвуют в поглощении ионов 
других «биологических» металлов и защищают бактерии 
от токсического действия ионов тяжелых металлов [8], обла-
дают антиоксидантными свойствами [9], выполняют регуля-
торную функцию [10, 11]. В организме хозяина сидерофоры 
могут подавлять рост резидентной микрофлоры [12], спо-
собствовать выживанию бактерий в сыворотке крови [13], 
препятствовать ассимиляции фагоцитами железа, необхо-
димого для их бактерицидного действия [14], стимулировать 
продукцию цитокинов [15], оказывать токсическое действие 
на ткани хозяина [16], а также служить секретируемым ток-
сином, разрушающим митохондрии фагоцитов [17]. 

Многие патогены продуцируют несколько сидерофоров, 
которые выполняют разные функции [18], активных в отно-
шении разных источников железа в организме хозяина и на 
разных этапах инфекции [19, 20]. В литературе накапливает-
ся все больше данных о том, что способность патогенных 
бактерий продуцировать множественные сидерофоры кор-
релирует с тяжестью вызываемого патогенами заболевания. 
Прежде всего, это связано с многообразием функций сиде-
рофоров во время инфекции, а также с их разным срод-
ством к белку иммунной системы сидерокалину-2, который 
продуцируется эпителиальными клетками и нейтрофилами 
и инактивирует некоторые сидерофоры [21]. По современ-
ным представлениям, комбинация продуцируемых патоге-
ном сидерофоров определяет его «репликативные ниши» 
и модулирует реакцию хозяина на инфекцию [7]. 

Важная роль сидерофоров для вирулентности бактерий 
подтверждается и многолетними исследованиями фенолят-
ного сидерофора иерсиниабактина (Ybt) Yersinia pestis, кото-
рый кодируется островом высокой патогенности (HPI-1) 
в составе нестабильного хромосомного pgm локуса [22]. 
Хотя этот сидерофор многие годы исследуется как на моде-
ли Y. pestis, так и других синтезирующих его патогенных 
энтеробактерий, у него продолжают обнаруживаться все 
новые функции, и механизм его участия в патогенезе чумы 
остается предметом изучения. У Ybt выявлена антиокси-
дантная активность [23], а также способность связывать 
ионы цинка [24] и меди, в комплексе с которой он проявляет 
активность супероксид-дисмутазы, снижающей токсичность 
радикалов и способствующей выживанию бактерий в макро-
фагах [25]. Эти исследования показали, что Ybt необходим 
возбудителю чумы не только для ассимиляции железа в ор-
ганизме млекопитающих, но и для защиты бактерий от бак-
терицидного действия систем врожденного иммунитета.

Многие годы Ybt считался единственным сидерофором 
Y. pestis, поскольку штаммы, не синтезирующие Ybt, на ин-
дикаторной среде для выявления сидерофоров [26] не про-
являют сидерофорной активности [27]. Однако в секвениро-

ванных геномах разных штаммов Y. pestis выявлены гены 
биосинтеза и транспорта и других сидерофоров. Экспрессия 
этих генов in vitro и in vivo подтверждается результатами 
анализа данных транскриптомных и протеомных исследова-
ний [28]. Тем не менее сами сидерофоры не были выделены 
и охарактеризованы, и их роль в физиологии возбудителя 
чумы неизвестна.

Наши исследования [29] показали, что Y. pestis действи-
тельно синтезирует еще один, гидроксаматный сидерофор 
иерсиниахелин (Ych), который кодируется хромосомным ysu 
локусом, присутствующим у всех секвенированных штам-
мов Y. pestis. Структура Ych и его роль в физиологии 
Y. pestis в настоящее время не установлены. Неизвестно, 
участвует ли он в ассимиляции железа и других биологи-
ческих металлов или выполняет какую-либо другую из мно-
жества свойственных сидерофорам функций. Для ответа 
на эти вопросы необходимо иметь препаративные коли-
чества Ych, которые невозможно получить из природных 
штаммов Y. pestis, которые в лабораторных условиях синте-
зируют лишь незначительные количества Ych. 

В цели настоящего исследования входило создание 
реком бинантного штамма кишечной палочки – продуцента 
Ych, анализ экспрессии этого сидерофора в гетерологичном 
хозяине и оценка возможности использования рекомбинант-
ного штамма для выделения Ych. 

Материалы и методы

Штаммы и питательные среды. Конструирование ре-
комбинантной плазмиды, содержащей гены биосинтеза Ych, 
было проведено в штамме E. coli Strata (Stratagene, США). 
Этот штамм резистентен к стрептомицину и содержит мута-
цию в гене β-галактозидазы lacZ∆M15. Кроме того, штамм 
несет мутации в генах эндонуклеазы (endA) и рекомбиназы 
(recA) и не способен к рестрикции чужеродных фрагментов 
ДНК. Для экспрессии рекомбинантного Ych использован 
штамм E. coli H1884, не синтезирующий собственный сиде-
рофор энтеробактин (штамм получен от д-ра А.Ракина, 
Германия).

Культуры бактерий выращивали в жидких и на плотных 
питательных средах LB (DIFCO, США), Хоттингера (ФКУЗ 
РостНИПЧИ) и М9, в которую при необходимости добавляли 
соли трехвалентного железа в концентрации 100 мкМ. 
Сидерофорную активность штаммов определяли на универ-
сальной индикаторной среде для выявления сидерофоров 
[26]. Во все среды добавляли антибиотик ампициллин (50 
мкг/мл). 

Праймеры и векторная плазмида. Праймеры для полу-
чения ПЦР-копии генов биосинтеза Ych (p1529fov и p1532rev) 
были разработаны в настоящей работе с помощью програм-
мы Vector NTI на основе последовательности нуклеотидов 
генома секвенированных штаммов Y. pestis, представлен-
ных в общедоступных базах данных. Для анализа рекомби-
нантной плазмиды с помощью ПЦР, кроме этих праймеров, 
дополнительно использовали праймер pM13rev, который 
предложен фирмой Stratagene (США). Структура праймеров 
представлена в таблице 1.

В качестве вектора для клонирования генов биосинтеза 
Ych использовали плазмиду pSC-A-amp/kan (Stratagene, 
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США), содержащую ген α-пептида β-галактозидазы (lacZ), 
с участками для клонирования фрагментов ДНК. При встраи-
вании рекомбинантного фрагмента в вектор α-пептид 
не синтезируется, что позволяет производить отбор реком-
бинантных клонов по отсутствию β-галактозидазной актив-
ности на индикаторной среде (2% X-gal).

Конструирование рекомбинантной плазмиды. ПЦР-
копия генов, кодирующих биосинтез Ych, была получена 
с помощью праймеров p1529f и p1532r на матрице хромо-
сомной ДНК, выделенной из вакцинного штамма Y. pestis 
EV76. Для ПЦР была использована ДНК-полимераза Pfu 
(Promega Corporation, США), совершающая минимальное 
количество ошибок при амплификации. Условия получения 
ПЦР-копии генов биосинтеза Ych представлены в таблице 2.

Полученный ПЦР-фрагмент длиной 5,63 т.п.н. был клони-
рован в клетках E. coli Strata в составе плазмидного вектора 
pSC-A-amp/kan (4,3т.п.н.) с помощью набора для клонирова-
ния ПЦР-продуктов StrataClone (Stratagene, США). Лигиро ва-
ние фрагмента с вектором, трансформацию клеток и отбор 
рекомбинантных клонов проводили в соответствии с реко-
мендациями фирмы-изготовителя набора. В качестве кон-
троля использовали векторную плазмиду pSC-A-amp/kan. 
Препараты векторной и рекомбинантной (pSC-A-5EV) плаз-
мид были получены из клеток E. coli Strata с помощью на-
бора для выделения плазмид (Fermentas, EU). Препаратами 
трансформировали штамм E. coli H1884 методом электро-
порации. Выявление в клетках трансформантов векторной и 
рекомбинантной плазмид проводили путем гель-электро фо-
реза в агарозном геле тотальной клеточной ДНК, а также 
с помощью ПЦР с праймерами pМ13rev (комплементарен 
векторной ДНК) и p1532rev (комплементарен 3`-концу встро-
енного в вектор фрагмента ДНК). 

Выделение рекомбинантного Ych. Для оценки возмож-
ности выделения Ych из рекомбинантного штамма была ис-
пользована методика выделения сидерофоров гидроксамат-
ного типа [30]. Для этого по 1 мл суспензии (109 мк/мл) кон-
трольного и рекомбинантного штаммов, выращенных на 
агаре LB при 37°С, засевали в 25 мл минимальной среды М9 
и инкубировали 72 ч с аэрацией при 26°С. Бактерии осажда-
ли центрифугированием при 8000 об/мин 15 мин, суперна-
тант отбирали и фильтровали через нитроцеллюлозный 
фильтр с диаметром пор 0,22 мкм для удаления оставшихся 
бактерий. Фильтраты экстрагировали 10 мл бензилового 

спирта, спиртовую фракцию отделяли в делительной ворон-
ке и смешивали с 50 мл этилового эфира и 2 мл воды. 
Водную фазу отделяли в делительной воронке и концентри-
ровали в вакуумном роторном испарителе до объема 0,5 мл. 
Препараты, полученные из контрольного и рекомбинантного 
штаммов, анализировали с помощью тонкослойной хрома-
тографии (ТСХ) на пластинах силикагеля с пришитой фазой 
С3 (Плазмохром RP3, МПО «Манометр», Россия). В каче-
стве мобильной фазы при восходящей хроматографии ис-
пользовали 60% этанол. Хроматограммы проявляли с помо-
щью паров йода.

Результаты и обсуждение

 Конструирование рекомбинантной плазмиды, 
содержащей гены биосинтеза иерсиниахелина
С целью конструирования рекомбинантной плазмиды, 

способствующей экспрессии Ych, была использована ПЦР-
копия четырех кодирующих биосинтез Ych генов (ypo1529-
1532), которая была синтезирована с помощью праймеров 
p1529f и p1532r на матрице хромосомной ДНК, выделен-
ной из вакцинного штамма Y. pestis EV76 (рис. 1А). При 
этом ПЦР продукт длиной 5,63 т.п.н. не содержал регуля-
торных элементов экспрессии генов (промотора и операто-
ра, узнаваемого репрессором Fur), ответственных за регу-
ляцию биосинтеза Ych концентрацией железа в среде. 
В продукте также отсутствовали гены транспортных бел-
ков, необходимых для поглощения нагруженного железом 
Ych бактериями, и ген ферриредуктазы (ypo1528), обеспе-
чивающей освобождение железа из его комплекса с Ych 
внутри бактерий.

Полученный ПЦР-продукт был лигирован с помощью на-
бора для клонирования ПЦР-продуктов (Stratagene, США) 
с плазмидным вектором pSC-A-amp/kan (4,3 т.п.н.), и лигаз-
ная смесь была использована для трансформации штамма 
Е. coli Strata. В качестве контроля использовали препарат 
векторной плазмиды pSC-A-amp/kan. Анализ полученных 
клонов путем электрофореза тотальной клеточной ДНК 
в агарозном геле показал, что в синих клонах выявлялась 
плазмида, соответствующая по подвижности вектору, 
а в белых – рекомбинантная плазмида pSC-A-5EV с мень-
шей подвижностью в геле, следовательно, с большей моле-
кулярной массой за счет рекомбинантного фрагмента ДНК 
(рис. 2А).

Для подтверждения наличия генов биосинтеза Ych в ре-
комбинантной плазмиде был проведен анализ двух штам-
мов с помощью ПЦР (рис. 2Б). В контрольном штамме, со-
держащем векторную плазмиду, отсутствует продукт ампли-
фикации с праймерами pМ13r (комплементарен векторной 
ДНК) и p1532r (комплементарен 3`-концу рекомбинантного 
фрагмента ДНК). В то же время рекомбинантный штамм 
дает ПЦР-фрагмент длиной около 6 т.п.н., соответствующий 
по длине теоретически рассчитанному фрагменту ДНК (5,63 
т.п.н. от рекомбинантного фрагмента + 0,15 т.п.н. от вектор-
ной ДНК). Эти данные свидетельствовали о встраивании 
рекомбинантного фрагмента ДНК в правильной ориентации 
по отношению к векторному промотору.

Таким образом, генетические эксперименты показали, 
что нами была получена рекомбинантная плазмида, содер-

Таблица 1. Использованные в работе праймеры

Название Структура Происхождение
pM13 rev 5` CAGGAAACAGCTATGACC 3` StrataClone

p1529fov 5` CCAAGTTCCTGCATTAGACAGA 3` Настоящее 
исследование

p1532rev 5` CGTTGCCGGATCATTACTGACCCTGAAT 3` Настоящее 
исследование

Таблица 2. Режим амплификации ДНК с праймерами p1529f и 
p1532r

Операция Температура, 
°С

Время Количество 
циклов

Начальная денатурация 98 4 мин 1
Денатурация 98 20 сек
Отжиг 55 30 сек 25
Элонгация 72 4 мин
Досинтез 72 4 мин 1
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жащая гены биосинтеза Ych под контролем векторного про-
мотора Plac, активность которого не подавляется белком-
репрессором Fur и не зависит от наличия в среде железа. 
Эта плазмида была использована в дальнейшей работе для 
получения штамма-продуцента Ych, а векторная плазмида 
pSC-A-amp/kan во всех экспериментах служила контролем.

 Получение штамма E. coli – 
продуцента иерсиниахелина
Для получения продуцента Ych в качестве хозяина для 

рекомбинантной плазмиды pSC-A-5EV был использован экс-
периментальный штамм E. coli Н1884, не синтезирующий 

собственный сидерофор энтеробактин вследствие делеции 
генов биосинтеза энтеробактина entD и entF. Отсутствие 
синтеза собственного сидерофора в штамме-продуценте, 
полученном из E. сoli Н1884, гарантирует получение из него 
более чистого препарата Ych. Кроме того, использование 
этого авирулентного штамма для получения Ych обеспечи-
вает безопасность всех биохимических манипуляций при 
выделении сидерофора.

Трансформация штамма E. сoli Н1884 препаратом реком-
бинантной плазмиды позволила получить предполагаемый 
штамм-продуцент Ych, а в результате трансформации век-
торной плазмидой pSC-A-amp/kan – контрольный штамм. 

уро 1528
Р

A

Буро 1529–1532pUC ori  Plac

p1528f p1529f

pM13r

p1532r

p1532r

loxPamp/kan

1529 1530 1531 1532
1538
1532х

Рис. 1. Клонирование генов биосинтеза Ych в плазмидном век-
торе pSC-A-amp/kan: А – генетическая карта кластера генов, ответ-
ственных за биосинтез и транспорт Ych. Синим цветом обозначены 
гены, ответственные за биосинтез Ych, желтым цветом – за транс-
порт ферри-Ych в бактерии. Показаны праймеры (p1529f и p1532r), 
использованные для получения ПЦР-копии биосинтетических генов 
Ych; Б – генетическая карта рекомбинантной плазмиды pSC-A-5EV. 
Синим цветом обозначен рекомбинантный фрагмент, полученный 
с помощью ПЦР из штамма Y. pestis EV76.
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Рис. 2. Генетический анализ штамма E. coli Strata, содержащего 
векторную плазмиду pSC-A-amp/kan (2) и рекомбинантную 
плазмиду pSC-A-5EV (1): А – электрофореграмма тотальной кле-
точной ДНК штаммов в 0,8% агарозном геле; Б – ПЦР-анализ штам-
мов с помощью праймеров pM13r и p1532r. М – ДНК-маркеры (п.н.).

Рис. 3. Морфология колоний штамма E. сoli H1884, содержащего рекомбинантную плазмиду pSC-A-5EV (1, 2) и векторную плазмиду 
pSC-A-amp/kan (3, 4), при температуре 26°С (1,3) и 37°С (2, 4) и времени выращивания 48 ч.

1 2 3 4

1 2 3 4

Рис. 4. Сидерофорная активность контрольного (2, 4) и рекомбинантного (1, 3) штаммов, выращенных в течение 48 ч на CAS-агаре 
при температуре 37°С (1, 2) и 26°С (3, 4).
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Анализ штаммов, выращенных при разных температурах 
(26°С и 37°С) на среде LB, выявил значительные различия 
между ними по морфологии колоний. Так, в отличие от кон-
трольного штамма, рекомбинантный образовывал колонии, 
внутри которых наблюдался коричневый преципитат, наи-
более выраженный при 37°С (рис. 3). Можно предположить, 
что эта особенность является следствием накопления внут-
ри клеток сидерофора, связанного с железом. Для под-
тверждения этого предположения требуются дальнейшие 
исследования.

Для доказательства продукции Ych рекомбинантным 
штаммом проводили его сравнение с контрольным штаммом 
на универсальной индикаторной среде (CAS-агар) для вы-
явления сидерофоров (рис. 4). Как выяснилось, оба штамма 
не проявляли сидерофорной активности при выращивании 
на этой среде при 37°С. При этом сидерофорная активность 
регистрировалась в лизатах бактерий рекомбинантного 
штамма (данные не показаны). Хотя для E. coli температур-
ный оптимум роста и осуществления всех жизненно важных 
функций – 37°С, при этой температуре сидерофор не выде-
лялся в среду, а оставался внутри клеток. В то же время при 
выращивании рекомбинантного штамма на CAS-агаре при 
26°С сидерофор секретировался в среду.

В отличие от контрольного штамма, не обладающего 
сиде рофорной активностью, рекомбинантный штамм на 
CAS-агаре образовывал большую зону просветления вокруг 
посева за счет выделения Ych в среду (рис. 4). Эти результа-

ты свидетельствовали о том, что выделение сидерофора 
в среду происходит только при 26°С. Очевидно, при этой 
температуре рекомбинантный штамм включает какие-то 
неспе цифические системы экспорта низкомолекулярных 
веществ.

 Сравнительный анализ контрольного и рекомбинант-
ного штаммов E. сoli Н1884
Выращивание контрольного и рекомбинантного штаммов 

в жидкой минимальной питательной среде М9 при 26°С и 
37°С показало, что они не росли на этой среде в течение 
всего периода наблюдения (7 сут). Аналогичные результаты 
были получены и при выращивании штаммов на пластинах 
агара со средой М9. По-видимому, это было связано с тем, 
что оба штамма не синтезируют катехолатный сидерофор 
энтеробактин, необходимый для ассимиляции железа 
в желе зодефицитных условиях. При этом экспрессия реком-
бинантным штаммом Ych не способствовала росту штамма, 
поскольку у него отсутствует рецептор Ych, необходимый 
для связывания и транспорта комплекса Ych с железом 
внутрь клеток. Полученные результаты согласуются с дан-
ными С. Adler et al. [9], которые отмечали отсутствие роста 
на минимальной среде М9 у мутанта E. coli, не продуцирую-
щего сидерофор энтеробактин. 

Стимуляции роста обоих штаммов при 26°С и 37°С спо-
собствовало добавление в жидкую или плотную среду М9 
солей трехвалентного железа в концентрации 100 мкМ.  

Рис. 5. Рост контрольного (1, 2, 3) и рекомбинантного (4, 5, 6) штаммов на агаре М9 после добавления к посевам дисков, пропитан-
ных раствором хлорида трехвалентного железа различной концентрации: 0,1 mM (1, 4), 1 mM (2, 5), 10 mM (3, 6).
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По-види мому, в такой концентрации железо может спо-
собствовать росту сидерофорнегативных мутантов за счет 
включения низкоаффинных систем транспорта. На рисун-
ке 5 приведены результаты эксперимента, в котором на 
посевы двух штаммов на агаре М9 накладывали диски, 
пропитанные раствором хлорида трехвалентного железа 
различной концентрации. И в этом случае раствор концен-
трацией 100 мкМ стимулировал рост обоих штаммов. 
Однако увеличение концентрации трехвалентного железа 
до 1–10 мМ снимало стимулирующий эффект в отношении 
обоих штаммов, очевидно из-за токсичности высоких кон-
центраций Fe3+, которые, как известно, способствуют обра-
зованию реак тивных соединений кислорода в реакции 
Хабер-Вайса [31]. Выше описанные эксперименты не выя-
вили различий между контрольным и рекомбинантным 
штаммом и продемонстрировали зависимость их роста от 
наличия в среде железа.

Значительные различия между штаммами были выявле-
ны при их выращивании в средах с достаточным содержани-
ем железа (LB, М9+Fe3+) в условиях аэрации. Оказалось, что 
при аэрации контрольный штамм отставал от рекомбинант-
ного по скорости роста, главным образом на начальных 
этапах. Особенно наглядно эти различия проявлялись при 
выращивании штаммов при 37°С с аэрацией (рис. 6) и не 
наблюдались при выращивании бактерий в микроаэрофиль-
ных условиях (без аэрации).

Эти данные позволяли предположить, что экспрессия Ych 
рекомбинантным штаммом защищает бактерии от реактив-
ных соединений кислорода. Чтобы в этом убедиться, проа-
нализировали чувствительность двух штаммов к перекиси 
водорода. Для этого суспензии двух штаммов, предвари-
тельно выращенных в жидкой среде LB при 37°С, высевали 
на пластины агара, в центр которых помещали бумажный 
диск, пропитанный 3% раствором перекиси водорода. Через 
24 ч выращивания при 37°С на агаре вокруг дисков отмеча-
лась зона отсутствия роста бактерий, диаметр которой был 
существенно меньше у рекомбинантного, чем у контроль-
ного штамма (рис. 7). Интересно, что эти различия были 
не столь выражены у бактерий, предварительно выращен-
ных при 26°С, то есть в условиях, способствующих выделе-
нию Ych в среду. Вышеописанные различия между штамма-
ми указывали на возможную роль Ych в качестве антиокси-
данта, способствующего снижению чувствительности бакте-
рий к бактерицидному действию перекиси водорода.

Об антиоксидантной активности Ych можно было судить и 
по результатам действия двухвалентного железа на посевы 
двух штаммов на агар М9. Так, использование в эксперимен-
тах для стимуляции роста контрольного и рекомбинантного 
штаммов соли двухвалентного железа выявило значитель-
ные различия между штаммами (рис. 8). Оказалось, что Fe2+ 
стимулирует рост только рекомбинантного штамма в кон-
центрации до 1 мМ, но не способствует росту контрольного 
штамма. Как известно, двухвалентное железо обладает 
более высокой, чем трехвалентное железо, прооксидантной 

Рис. 7. Влияние перекиси водорода на рост штамма E. сoli H1884, содержащего векторную (1) и рекомбинантную (2) плазмиды.
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Рис. 6. Кривые роста контрольного и рекомбинантного штаммов 
при 37°С в жидкой питательной среде LB с аэрацией (шуттели-
рование при 150 rpm).
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активностью, поскольку в присутствии кислорода образу-
ет наиболее активные гидроксил-радикалы в реакции 
Фентона [31]. Поэтому ионы Fe2+ токсичны для бактерий, 
не обладающих мощными антиоксидантными механизмами. 
По-видимому, снижение токсичности двухвалентного желе-
за в присутствии Ych дает возможность рекомбинантному 
штамму поглощать железо с помощью имеющихся у кишеч-
ной палочки сидерофор-независимых систем ассимиляции 
двухвалентного железа.

Полученные данные указывали на то, что имеющийся в ре-
комбинантном штамме Ych не способствует поглощению же-
леза в железодефицитной среде М9 из-за отсутствия рецеп-
тора сидерофора. При этом Ych обладает антиоксидантной 
активностью, стимулируя рост бактерий в присутствии про-
оксидантов (аэрация, перекись водорода, соли двухвалентно-
го железа). Антиоксидантная активность обнаружена у целого 
ряда бактериальных и дрожжевых сидерофоров. Особенно 
выражена она у энтеробактерий, синтезирующих катехолат-
ные сидерофоры типа энтеробактина [9, 32]. Но гидроксамат-
ные сидерофоры также обладают подобными свойствами [33] 
за счет наличия в них остатков гидроксамовых кислот [34]. 
Интересно, что антиоксидантная активность у двух типов си-
дерофоров проявлялась только при их внутриклеточной лока-
лизации. Результаты наших экспериментов также свидетель-
ствуют о том, что Ych, когда он находится главным образом 
внутри клеток (при 37°С), проявляет более выраженную анти-
оксидантную активность, чем тогда, когда его значительная 
часть выделяется в среду (при 26°С).

 Оценка возможности использования 
рекомбинантного штамма для выделения  
иерсиниахелина 
Выращивание контрольного и рекомбинантного штамма 

в различных условиях позволило определить, что Ych выде-
ляется штаммом-продуцентом в культуральную среду при 
26°С в жидкой среде М9, содержащей 100 мкМ трехвалент-
ного железа. В этих условиях два штамма выращивали 
в тече ние 3 сут, и из культуральных сред получали препара-
ты по методике, описанной в Материалах и методах. 

Рис. 8. Рост при 37°С контрольного (1, 2, 3) и рекомбинантного (4, 5, 6) штаммов на агаре М9 после добавления к посевам дисков, 
пропитанных раствором сульфата двухвалентного железа различной концентрации: 0,1 mM (1, 4), 1 mM (2, 5), 10 mM (3, 6).
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Рис. 9. Анализ препаратов Ych, полученных из контрольного (1) 
и рекомбинантного (2) штамма: А – ТСХ-анализ препаратов на 
пластинах силикагеля с пришитой фазой С3. Мобильная фаза – 
60% этанол, детекция в парах йода; Б – сидерофорная активность 
препаратов на CAS-агаре.
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Анализ полученных таким образом препаратов с помо-
щью восходящей тонкослойной хроматографии на пласти-
нах силикагеля (рис. 9А) показал, что, в отличие от препара-
та, полученного из контрольного штамма, препарат из ре-
комбинантного штамма содержал компонент с Rf 0,7, окра-
шивающийся йодом.

Сидерофорную активность полученных препаратов тести-
ровали на CAS-агаре, на который наносили анализируемые 
растворы. Результат учитывали после 5 ч инкубации при 
26°С. О наличии сидерофорной активности у препаратов су-
дили по появлению желтого пятна на месте нанесения пре-
парата на зеленую индикаторную среду (рис. 9Б). Сравнение 
препаратов, полученных из контрольного и рекомбинантного 
штаммов, выявило, что препарат из рекомбинантного штам-
ма, в отличие от препарата из контрольного штамма, обла-
дал сидерофорной активностью на CAS-агаре.

Таким образом, результаты исследований показали, что 
рекомбинантный штамм синтезирует и при 26°С выделяет 
в среду значительные количества Ych и может быть использо-
ван в качестве штамма-продуцента этого сидерофора. 
Апробированная методика может быть применена в дальней-
ших экспериментах для получения препаративных количеств 
Ych для изучения структуры, функции и роли этого сидерофо-
ра в физиологии и патогенности возбудителя чумы. 
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Бактериальная терапия экземы?

Согласно первоначальным данным, полученным в ходе предварительных клинических испытаний на национальном уров-
не Институтом здоровья, местное лечение живой культурой Roseomonas mucosa – бактерией, естественно присутствующей 
на коже, было безопасно для взрослых и детей с атопическим дерматитом (экземой) и ослабляло тяжесть заболевания. 
Доклиническая работа на мышиной модели атопического дерматита показала, что штаммы R. mucosa, собранные с поверх-
ности здоровой кожи, могут облегчить симптомы заболевания. 

Myles IA, Earland NJ, Anderson ED, Moore IN, Kieh MD, Williams KW, et al.
First-in-human topical microbiome transplantation with Roseomonas mucosa for atopic dermatitis. 

JCI Insight. 2018;3(9). pii: 120608. doi: 10.1172/jci.insight.120608

Медики предложили способ остановить устойчивый к антибиотикам туберкулез

Российские ученые в сотрудничестве с американскими коллегами создали алгоритм для наиболее быстрого и эффектив-
ного выявления случаев туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью. 

Использование стратегии FAST в 2 российских больницах привело к значительному уменьшению количества случаев 
туберкулеза с множественной лекарственной устойчивостью через 12 месяцев после ее внедрения.

Miller AC, Livchits V, Ahmad Khan F, Atwood S, Kornienko S, Kononenko Y, et al. 
Turning off the tap: Using the FAST approach to stop the spread of drug-resistant tuberculosis in the Russian Federation. 

J Infect Dis. 2018 Apr 5. doi: 10.1093/infdis/jiy190.

Личинки мясных мух помогли найти новое средство против инфекций

Российские ученые нашли способ улучшить действие антибиотиков на биопленки, образованные бактериями, которые 
становятся причиной до 80% всех инфекционных заболеваний. Это удалось с помощью белкового соединения, полученного 
из личинок мух. Разработка поможет более эффективно бороться с микробными инфекциями. Исследование поддержано 
грантом Российского научного фонда (РНФ). 

Chernysh S, Gordya N, Tulin D, Yakovlev A.
Biofilm infections between Scylla and Charybdis: interplay of host antimicrobial  

peptides and antibiotics. Infect Drug Resist. 2018 Apr 9;11:501-514. doi: 10.2147/IDR.S157847
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Эпидемиология, свойства и лабораторная 
диагностика энтеротоксигенных 
Escherichia coli
Н.Н.Карцев, Н.К.Фурсова

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии», Оболенск,  
Московская область, Российская Федерация

Энтеротоксигенные Escherichia coli (ETEC) являются одной из важных причин детской диареи, особенно в развиваю-
щихся странах, и диареи «путешественников». Патогенные свойства ETEC связаны с их способностью продуцировать 
термостабильный (ST) и/или термолабильный (LT) энтеротоксины, а также нести факторы адгезии, способствующие 
прикреплению бактерий к клеткам кишечника и его колонизации. Энтеротоксигенные штаммы E. coli являются не 
только одним из ведущих возбудителей диарей у детей в развивающихся странах, но также причиной спорадических 
случаев и вспышек пищевых инфекций у взрослого населения развитых стран. В последние десятилетия в мире отме-
чается тенденция к изменению соотношения энтеротоксинов у данной группы патогенных эшерихий: уменьшение доли 
штаммов, продуцирующих ST-энтеротоксин, и увеличение доли штаммов, продуцирующих LT-энтеротоксин.
Ключевые слова:  энтеротоксигенные E. coli, дегидратационная диарея, термостабильный  

и термолабильный энтеротоксины
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Enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC) is one of the important causes of childhood diarrhea, especially in developing countries, 
and diarrhea of «travelers». The pathogenic properties of ETECs are related to their ability to produce heat-stable (ST) and/or 
thermolabile (LT) enterotoxins, as well as to carry adhesion factors that promote bacteria attachment to colon cells and 
colonization. Enterotoxigenic E. coli strains are not only one of the leading pathogens of diarrhea in children in developing 
countries, but also a sporadic and foodborne outbreak in adults in developed countries. In recent decades, there has been 
a tendency in the world to change the ratio of enterotoxins in this group of pathogenic Escherichia: a decrease in the propor tion 
of strains producing thermostable enterotoxin and an increase in the proportion of strains producing thermolabile enterotoxin.
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Эпидемиология ЕТЕС-инфекции
Энтеротоксигенные E. coli – кишечные патогены, способ-

ные вызвать холероподобную диарею у человека и живот-
ных. Среди всех патогенных кишечных палочек ETEC явля-
ются наиболее распространенными и зачастую недооценен-
ными возбудителями диареи человека в разных странах 
мира: в год регистрируется более 650 млн случаев ETEC-

инфекций, среди которых 800 тыс. случаев заканчиваются 
смертью [1]. Каждый год в период с 2009 по 2012 гг. почти 
700 000 детей младше пяти лет умирали от тяжелой деги-
дратационной диареи, в основном в развивающихся странах 
[2, 3]. Среди многих причин диарейных заболеваний энтеро-
токсигенная кишечная палочка и шигеллы являются двумя 
наиболее важными бактериальными патогенами [4]. ETEС 
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также являются причиной диареи взрослых путешественни-
ков, прибывающих из развитых стран в развивающиеся, в 
том числе кишечных заболеваний в воинских контингентах 
сил Организации Объединенных Наций. Частота заболевае-
мости диареей среди путешественников, приезжающих 
в тропические и субтропические регионы, варьирует от 10 до 
60%. Большой процент заболеваемости регистрируется 
в Латинской Америке, Африке и Индийском субконтинен-
те [5]. Установлена сезонность в заболеваемости ETEC-
ассоциированной диареей: уровень заболеваемости возрас-
тает на 7% на каждый градус повышения температуры 
окружающей среды, что связывают с ростом и распростра-
нением бактерий, контаминирующих пищевые продукты 
и воду [6].

На протяжении последних десятилетий эпидемиологиче-
ского надзора за кишечными заболеваниями в мире отмеча-
ется изменение относительного вклада штаммов-проду-
центов термостабильного (ST) и термолабильного (LT) энте-
ротоксинов в этиологию ETEC-инфекций. До последнего 
десятилетия большинство вспышек ETEC были вызваны 
преимущественно штаммами-продуцентами ST. Затем на-
ступил период, когда доли ST- и LT-продуцирующих штам-
мов приблизительно сравнялись (30–35%) [6]. Однако в по-
следние годы повсеместно отмечается преимущественное 
распространение LT-продуцирующих ETEC. Данный показа-
тель различается в разных регионах мира и в популяциях 
населения: LT-продуцирующие штаммы в странах Латинской 
Америки и Карибского бассейна преобладают в популяциях 
путешественников (38%), а в странах Восточной Азии и 
Тихоокеанского региона – в популяциях непутешествующих 
людей (30%) [7]. 

Штаммы ETEC, выделяемые от людей во всем мире, наи-
более часто (60–70% штаммов) принадлежат к серогруппам 
O6, O8, O25, O78, O128 и O153. Остальные 30–40% охарак-
теризованных штаммов ETEC принадлежали к большому 
числу других серогрупп [8]. В Российской Федерации описа-
но выделение ЕТЕС, принадлежащих к серогруппе О148 [9], 
а также к серогруппам О75, О25, О6, О20, О15 и О115 [10].

Факторы патогенности ЕТЕС
Основными факторами патогенности ETEC являются ST- 

и LT-энтеротоксины, вызывающие нарушение электролитно-
го баланса в клетках кишечного эпителия инфицированного 
макроорганизма, приводящее к острой профузной диарее. 

Термолабильный энтеротоксин по структурным и антиген-
ным характеристикам подобен холерному токсину (СТ) и 
имеет аналогичный механизм действия [7]. LT – мультимер-
ный белок с молекулярной массой 85,5 кДа, состоящий из 
одной ферментативной субъединицы LA (28 кДа) и пентаме-
ра идентичных субъединиц LB (11,5 кДа), ответственного 
за соединение с мишенью. Субъединицы LA и LB состоят из 
240 и 130 аминокислот соответственно, из которых 18 и 
21 аминокислот являются сигнальными последовательно-
стями [11]. Пентамер неразрывно связывается с ганглиози-
дом GM1 на поверхности энтероцитов, что позволяет компо-
ненту LA активировать аденилатциклазу, расположенную 
на базолатеральной мембране поляризованных эпителиаль-
ных клеток кишечника. Это, в свою очередь, приводит к уве-
личению внутриклеточного уровня циклического аденозин 

монофосфата (цАМФ), который стимулирует активную сек-
рецию анионов хлора на поверхность клеток и ингибирует 
абсорбцию хлорида натрия на кончиках ворсинок, что явля-
ется причиной обильной диареи секреторного типа [7]. 
Стимуляция активной секреции анионов Cl– как результат 
повышения уровня цАМФ является классическим объясне-
нием патогенетического действия LT- и СТ-энтеротоксинов. 
Показано, что данные токсины вызывают воспалительную 
реакцию в кишечнике, поскольку стимулируют продукцию 
провоспалительного цитокина – интерлейкина (IL 6) клетка-
ми кишечного эпителия [7].

Различают две разновидности LT-токсина: LT1 – продуци-
руемый штаммами, выделяемыми от человека, и LT2 – схо-
жий с ним по строению и биологическим свойствам энтеро-
токсин, обнаруживаемый только у штаммов E. coli, выделен-
ных от животных [12]. Установлено, что на секрецию LT-
токсина штаммами ЕТЕС влияет pH среды. В кислой среде 
секреция токсина через внешнюю мембрану клетки пода-
вляется, а в нейтральных и щелочных условиях – значитель-
но увеличивается [13]. По-видимому, ЕТЕС используют гра-
диент pH, имеющий место в пищеварительном тракте, для 
регуляции продукции термолабильного токсина. В кислот-
ной среде желудка наблюдается накопление LT в периплаз-
матическом пространстве клетки, токсин начинает экскрети-
роваться из периплазмы только тогда, когда бактерии попа-
дают в щелочную среду тонкого кишечника и прикрепляются 
к эпителию [14].

Большинство генов elt, кодирующих LT1, расположены на 
больших конъюгативных или мобилизируемых плазмидах, 
хотя описаны случаи, когда гены токсина LT1 расположены 
на хромосоме или профаге. Гены, кодирующие токсины LT2a 
и LT2b, расположены на хромосоме [11, 15]. В некоторых 
работах было показано, что elt гены фланкированы консер-
вативными регионами, окруженными высоковариабельными 
последовательностями, являющимися частью IS-элементов, 
которые вовлечены в распространение elt оперонов среди 
плазмид [16].

Термостабильный энтеротоксин ST – низкомолекулярный 
мономерный белок, который вызывает в эукариотических 
клетках нарушение транспорта ионов железа, потерю элек-
тролитов и уменьшение абсорбции натрия с последующим 
выходом большого количества жидкости в просвет кишечни-
ка. Подобно термолабильному токсину, термостабильный 
токсин подразделяют на два класса: STa (ST1) и STb (ST2). 
В свою очередь, STa включает STp (свиной ST, ST1а) и STh 
(человеческий ST, ST1b) токсины, схожие по своей структу-
ре и механизму действия. STa представлен небольшим пеп-
тидом, состоящим из 18–19 аминокислот (2 кДа). Рецептором 
для него является клеточная гуанилатциклаза типа С. Ее ак-
тивация повышает уровень циклического гуанозинмонофос-
фата (цГМФ) в эпителиальных клетках, что, в свою очередь, 
приводит к потере электролитов и нарушению абсорбции 
хлорида натрия, тем самым вызывая обильную секрецию 
жидкости в просвет кишечника [17]. STb является пептидом, 
состоящим из 48 аминокислот, имеющим молекулярную 
массу 5,1 кДа и относящимся к группе мембрано-повреж-
дающих токсинов. Рецептор для STb в настоящее время 
не определен, но, в отличие от STа, данный токсин не влияет 
на уровень цГМФ, но стимулирует секрецию эпителиальны-
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ми клетками кишечника бикарбонатов, простагландина Е2 и 
серотонина [7]. Термостабильный энтеротоксин STa кодиру-
ется транспозон-ассоциированным estA геном, локализо-
ванным на плазмидах. Энтеротоксин STb кодируется геном 
estВ, также расположенным на плазмидах [17].

Факторы адгезии и колонизации ЕТЕС
Наиболее значимым вирулентным фактором штаммов 

ЕТЕС является их способность к адгезии. Адгезия ЕТЕС на 
эпителиальных клетках тонкого кишечника с последующей 
его колонизацией осуществляется за счет активности ком-
плекса пилиарных и фимбриальных факторов группы CFA 
(антиген колонизации) и CS (поверхностный антиген E coli). 
Более 90% штаммов ЕТЕС, выделенных во всем в мире 
с 1980-х гг., имели факторы адгезии и колонизации CF. К на-
стоящему времени описано более 25 CF, различающихся по 
первичным аминокислотным последовательностям струк-
турных субъединиц фимбрий. Наиболее охарактеризован-
ными колонизационными факторами у ЕТЕС являются CFA/I, 
CFA/II и CFA/IV, в состав которых входят поверхностные ан-
тигены CS1–CS6 [5]. Наиболее распространенными среди 
детектируемых факторов адгезии и колонизации являются 
CFA/I и (CS1-CS6), затем следуют CS7, CS14 и CS17 [18, 19]. 
Несмотря на важную роль CFs в патогенезе ETEC, в настоя-
щее время они обнаруживаются только у 50–70% изолятов, 
выделенных в мире [20]. Показано, что гены факторов коло-
низации ETEC могут быть локализованы как в хромосоме, 
так и на плазмидах, в составе полицистронного оперона, 
кодирующего субъединицы фимбрий, шапероны и белки-
ушеры [21]. Сообщается, что штаммы ETEC, экспрессирую-
щие антигены адгезии CFA/I, CS1, CS2 или CS3, способны 
более эффективно образовывать биопленки из-за высокой 
гидрофобности данных структур, по сравнению с изогенны-
ми штаммами, продуцирующими другие классы антигенов 
адгезии [22].

 Антибиотикорезистентность среди ЕТЕС:  
распространение и молекулярные механизмы
Для лечения кишечных патогенов, как правило, использу-

ют цефалоспорины III поколения и фторхинолоны. Развитие 
резистентности энтеробактерий к современным антибиоти-
кам за счет наличия у них бета-лактамаз расширенного 
спектра действия (БЛРС) вызывает большую обес поко ен-
ность во многих странах. В течение последнего десятилетия 
БЛРС CTX-M-типа быстро распространились среди диарее-
генных штаммов E. coli и в настоящее время доминирующие 
гены CTX-M-15 и CTX-M-14 детектируются у эшерихий по 
всему миру [23]. Исследователи из многих стран мира детек-
тируют в геномах энтеротоксигенных штаммов E. coli гены 
blaCTX-M различных аллелей. К примеру, исследование, про-
веденное в Республике Корея, показало наличие семи 
штаммов ЕТЕС – продуцентов БЛРС CTX-M-12, CTX-M-14 
и CTX-M-15, что составило менее 3,2% от общего чис ла изу-
ченных диареегенных эшерихий, отобранных в период 
с 2008 по 2011 гг. [24, 25].

Лабораторная диагностика энтеротоксигенных E. coli
Лабораторная диагностика ETEC основана на подтверж-

дении продукции культурой E. coli LT-и/или ST-токсинов. 

В качестве золотых стандартов для идентификации этих 
энтеротоксинов первоначально использовали биологичес-
кие пробы на кроликах и мышах. Эти методы достаточно 
трудозатратны, требуют много времени и высокой квалифи-
кации при их выполнении [18]. В 1974 г. было обнаружено, 
что действие LT-энтеротоксина вызывает морфологические 
изменения на клеточных линиях Y1-надпочечника и яичника 
китайского хомячка, которые нейтрализуются введением 
антитоксина [26, 27]. Данные методики были применимы 
только для обнаружения LT-энтеротоксина и были малодо-
ступны для большинства диагностических лабораторий, что 
затрудняло диагностику ETEC для врачей-клиницистов. 
Вскоре после этого для подтверждения продукции LT были 
разработаны фермент-связанный иммуносорбентный ана-
лиз, пассивная латекс-агглютинация, иммунопреципитация в 
агаре, которые оказались достаточно чувствительными и 
специфичными [28–30]. Развитие ПЦР произвело револю-
цию в клинической диагностике патогенных микроорганиз-
мов, данная методика впервые была использована для вы-
явления штаммов ETEC в 1994 г. [31]. 

Помимо определения энтеротоксинов, для идентифика-
ции и характеристики штаммов ETEC применялось и сероти-
пирование с помощью О-специфических агглютинирующих 
сывороток. Однако, как показано в исследованиях, прове-
денных в разных странах, клинические изоляты ETEC могут 
принадлежать к большому числу серотипов, что делает этот 
метод непригодным для определения патогруппы этих бак-
терий [32].

В настоящее время для лабораторной диагностики энте-
ротоксигенной инфекции в нашей стране применяются муль-
типлексные ПЦР тест-системы с гибридизационно-флюорес-
центной детекцией «АмплиСенс® Эшерихиозы-FL» (Интер-
лабсервис, Россия) [33]. Однако методов генодиагностики 
не всегда бывает достаточно для получения полной характе-
ристики штаммов. Для фенотипического подтверждения 
продукции энтеротоксинов штаммами ETEC существуют 
латексные диагностикумы Oxoid VET-RPLA Toxin Detection 
Kit производства фирмы OXOID (Англия) для идентифика-
ции термолабильного и холерного энтеротоксинов в реакции 
пассивной латекс-агглютинации. 

К сожалению, несмотря на наличие различных методов, 
до сих пор нет простых, доступных методов идентификации 
этих микроорганизмов в минимально оборудованных лабо-
раториях. Таким образом, ETEC не входит в стандартную 
диагностику диареи во многих лабораториях.
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Сравнение классических и экспресс-методов 
выявления бактерий при микробиологическом 
контроле говядины
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ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургская государственная академия ветеринарной медицины», Санкт-Петербург, 
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В настоящее время для микробиологических исследований продуктов питания используются разнообразные методы 
выявления бактерий IV группы патогенности. 
Цель данной работы – провести микробиологические исследования говядины классическими методами в сравнении 
с применением современных экспресс-анализаторов. 
Выполнялся микробиологический контроль говядины на присутствие бактерий группы кишечной палочки, сальмонелл 
и листерий. В качестве экспресс-анализаторов использовали: для выявления бактерий группы кишечной палочки – 
экспресс-анализатор bioMerieux TEMPO TC (Франция), для выявления бактерий рода листерий – иммунофлуоресцент-
ный экспресс-анализатор Mini Vidas (bioMerieux, Франция), а также экспресс-тест для идентификации вида листерий 
Api Listeria (bioMerieux, Франция) и для выявления бактерий рода сальмонелл использовали экспресс-анализатор 
RABIT (Don Whitley Scientific, United Kingdom), а также экспресс-тест для идентификации вида сальмонеллы RapiD 20E 
(bioMerieux, Франция). 
В ходе микробиологических исследований 12 проб говядины классическими методами и с помощью современных 
экспресс-анализаторов в трех из них были обнаружены бактерии группы кишечной палочки, Salmonella typhimurium и 
Listeria monocytogenes.
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The following express-analyzers were used in the work: bioMerieux TEMPO TC (France) – for the identification of E.coli bacteria 
group; Mini Vidas and Api Listeria (bioMerieux, France) – for the identification of Listeria; RABIT (Don Whitley Scientific, United 
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Г овядина является одним из главных животноводческих 
продуктов питания для населения нашей планеты. Она 

обладает высокими вкусовыми и потребительскими каче-
ствами. Но в процессе убоя скота, первичной обработки, 
транспортировки туш, хранения и реализации мясо может 
обсеменяться микрофлорой, что приводит к его порче и 
наносит вред здоровью людей. Вместе с сапрофитной 
микрофлорой в мясо попадают патогенные и токсигенные 
микроорганизмы, которые способны вызывать инфекцион-
ные болезни и пищевые отравления. Поэтому мясо подвер-
гается строгому ветеринарно-санитарному и санитарно-
микробиологическому контролю со стороны ветеринарной 
службы [1].

В настоящее время для микробиологических исследова-
ний продуктов питания используются как классические, так 
и современные методы выявления бактерий IV группы пато-
генности. Классические методы требуют меньше денежных 
затрат, но более трудоемки. В среднем на выявление любо-
го рода бактерий данной группы требуется 5–6 дней. 
В то же время при использовании современных экспресс-
анализа торов эти исследования занимают не более двух 
суток. 

Цель работы: провести микробиологические исследова-
ния говядины классическими методами в сравнении с при-
менением современных экспресс-анализаторов.

Материалы и методы

Исследования проводились в ФГБОУ ВО «Санкт-Петер-
бургская государственная академия ветеринарной меди-
цины» на кафедре ветеринарно-санитарной экспертизы, 
а также в ФГБУ «Ленинградская межобластная ветеринар-
ная лаборатория» в лаборатории пищевой микробиологии и 
ветеринарно-санитарной экспертизы. 

Объектом наших исследований послужили 12 проб говя-
дины, в которых выявляли БГКП (бактерии группы кишечной 
палочки), бактерии родов Listeria и Salmonella.

В работе также использовали: экспресс-анализатор 
bioMerieux TEMPO TC (Франция) – для выявления БГКП; 
экспресс-анализатор Mini Vidas (bioMerieux, Франция) и 
экспресс-тест Api Listeria (bioMerieux, Франция) – для выяв-
ления бактерий рода Listeria; экспресс-анализатор RABIT 
(Don Whitley Scientific, United Kingdom) и экспресс-тест 
RapiD 20E (bioMerieux, Франция) – для выявления бактерий 
рода Salmonella. 

Результаты и обсуждение

 Определение бактерий группы кишечной палочки 
Для выявления БГКП использовали жидкую питательную 

среду Кесслера, дифференциально-диагностическую среду 
Эндо, 3-сахарный агар Олькеницкого. Схема исследования и 
его отдельные этапы показаны на рис. 1–3 [2].

При использовании современного метода выявления 
БГКП с помощью экспресс-анализатора «bioMerieux TEMPO 
TC» применяли специальные питательные среды на базе 
традиционных, (прилагались к комплекту), а также карты 
TEMPO. Результат учитывали по флуоресцирующим  
меткам.

Посев 10 г говядины и гомогенизация в физрастворе

Пересев в жидкую питательную среду Кесслера

Термостатирование 24 ч при 37°С

Пересев на дифференциально-диагностическую среду Эндо  
(при образовании газа в среде Кесслера)

Термостатирование 24 ч при 37°С

Учет роста колоний

Дифференциальная диагностика  
на трехсахарном агаре Олькеницкого БГКП

Рис. 1. Схема выявления БГКП.

Навеску 25 г говядины помещали для первичного посева  
в питательный бульон для листерий (ПБЛ) и гомогенизировали

Термостатирование 24 ч при 37°С

Пересев в жидкую питательную среду ПБЛ-II

Термостатирование 48 ч при 37°С

Пересев на плотную питательную среду Оттавиани–Агости

Термостатирование 24 ч при 37°С

Рис. 4. Схема выделения бактерий рода Listeria.

Навеску 25 г говядины помещали в забуференную  
пептонную воду и гомогенизировали

Термостатирование 24 часа при 37°С

Пересев одновременно на плотные дифференциально-диагностические 
среды: Мюллера–Кауфмана (среда М-К) и Раппопорта–Вассилиадиса  

(RVS среда)

Термостатирование 24 часа среду М-К при 37°С, а среду RVS при 26°С

Пересев одновременно на плотные дифференциально-диагностические 
среды: XLD и висмут-сульфит агар

Термостатирование 24 часа при 37°С

Учет роста колоний

Рис. 8. Схема выявления бактерий рода Salmonella.
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Определение бактерий рода Listeria
Для выделения бактерий рода Listeria использовали сле-

дующие среды: питательный бульон для листерий (ПБЛ), 
жидкую питательную среду ПБЛ–II, плотную питательную 
среду Оттавиани–Агости. Выделение данных бактерий про-
водили по схеме, изображенной на рис. 4 [3].

При росте колоний оливкового цвета с прозрачным орео-
лом, показанных на рис. 5, проводили биохимическое иссле-
дование при помощи экспресс-теста «bioMerieux Api listeria» 
(Франция), изображенного на рис. 6. Он позволяет за 4 ч 
идентифицировать листерий. Данный экспресс-тест состоит 
из лунок, которые содержат специфические тесты. В каж-
дую ячейку вносили выросшую колонию, заливали парафи-
новым маслом и отправляли в термостат. Далее проводили 
идентификацию листерий при помощи таблицы, которая 
прилагалась к набору данного экспресс-теста.

Также в качестве экспресс-анализатора использовали 
анализатор фирмы bioMerieux иммунофлюоресцентный 
miniVidas (Франция) для выявления Listeria monocytogenes, 

который изображен на рис. 7. Для этого использовали стри-
пы, которые состоят из лунок и конусовидных пробирок. 
После все необходимые компоненты ставили в анализатор и 
наблюдали результаты на мониторе.

Определение бактерий рода Salmonella
Для выявления бактерий рода Salmonella использовали 

такие среды, как забуференная пептонная вода (ЗПВ), две 
жидкие питательные среды: среда Мюллера–Кауфмана и 
среда Раппопорта–Вассилиадиса, две плотные дифферен-
циально-диагностические среды: среда XLD и среда висмульт–
сульфит агар [4]. Схема исследования на данный пока затель 
микробиологического контроля представлена на рис. 8.

При обнаружении колоний черного цвета, которые пред-
ставлены на рис. 9, проводили биохимическое исследование 
при помощи экспресс-теста bioMerieux RapiD 20E (Франция), 

Рис. 2. Учет газообразования на среде Кесслера.

Рис. 3. Учет роста колоний на среде Эндо.

Рис. 5. Рост колоний на хромогенном агаре Оттавиани–Агости.

Рис. 6. Экспресс-тест bioMerieux Api listeria (Франция).

Рис. 7. Экспресс-анализатор bioMerieux TEMPO TC (Франция) 
(слева), экспресс-анализатор bioMerieux miniVidas (Франция) 
(справа).
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представленного на рис. 10. Данный тест может проводиться 
для идентификации не только сальмонелл, но и других мик-
роорганизмов. В каждую ячейку вносили колонию, заливали 
парафиновым маслом и отправляли в термостат на 4 ч при 
37°С. По истечении времени проводили идентификацию 
бактерии с помощью таблицы, которая прилагалась к набо-
ру данного экспресс-теста.

Для экспресс-метода использовали анализатор компании 
Don Whitley Scientific RABIT (Rapid Automated Bacterial Impedance 
Technique) (Великобритания), изображенный на рис. 11. Для 
данного метода проводится подготовка проб: делали первич-
ный посев в забуференную пептонную воду и отправляли в 
термостат на 24 ч при 37°С. Далее вносили образец в измери-
тельную ячейку, добавляли питательную среду и ставили в 
инкубаторный модуль. В этом модуле уже имелись измери-
тельные ячейки с контролями, стоящие в первом ряду. После 
чего на мониторе появлялся график, который шел в сравнении 
с первым рядом ячеек с уже известными бактериями.

Результаты микробиологических исследований 12 проб 
говядины представлены в таблице.

В ходе микробиологического исследования говядины 
в пробе №12 были выявлены БГКП, в пробе №9 – бактерии 
вида Listeria monocytogenes, в пробе №5 – бактерии вида 
Salmonella typhimurium. 

Классический метод для выявления БГКП требует около 
3 сут, а при помощи экспресс-анализатора bioMerieux 
TEMPO TC (Франция) требуется 24 ч для получения оконча-
тельного результата. 

Для проведения классического метода на выявление бак-
терий рода Listeria требуется около 5 дней, а при использо-
вании экспресс-анализатора bioMerieux miniVidas (Фран-
ция) – всего 2 сут.

Для выделения классическим методом бактерий рода 
Salmonella необходимо около 4 дней, а при экспресс-методе 
с помощью экспресс-анализатора Don Whitley Scientific 
RABIT (Rapid Automated Bacterial Impedance Technique) 
(Великобритания) – всего 48 ч.

Применение в работе современных экспресс-анали-
заторов имеет ряд преимуществ перед классическими  
методами:

• автоматизация аналитических этапов;
• просты и удобны в использовании;
• позволяют получать результаты быстрее на несколько 

суток;
• позволяют обеспечить быстрый выпуск продовольствен-

ного сырья.
Проведя всесторонний анализ исследований 12 проб го-

вядины, были обнаружены микроорганизмы в трех пробах 
как при классических методах, так и с помощью современ-
ных экспресс-анализаторов.

Рис. 9. Рост колоний на среде XLD.

Рис. 10. Экспресс-тест RapiD 20E (Франция).

Рис. 11. Экспресс-анализатор Don Whitley Scientific RABIT (Rapid 
Automated Bacterial Impedance Technique) (Великобритания).

Таблица. Результаты микробиологического исследования 
говядины

№ проб Обнаружение 
БГКП

Обнаружение 
бактерий  

рода Salmonella

Обнаружение 
бактерий  

рода Listeria
1–4, 6–8, 10, 11 Не выявлено Не выявлено Не выявлено
5 Не выявлено Выявлено Не выявлено
9 Не выявлено Не выявлено Выявлено
12 Выявлено Не выявлено Не выявлено
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Генетически модифицированные бактерии как новое средство лечения запоров

Сообщество бактерий желудка и кишечника (микробиом кишечника) уникально для каждого человека. Поэтому 
пробиотики-дженерики не работают во всех случаях. 

Генетически модифицированные специалистами Клинического центра индивидуальной медицины Майо (США) бактерии 
производили большое количество химического триптамина. Этот вещество помогает пищевым продуктам проходить через 
кишечник с потенциально меньшим риском побочных эффектов, чем другие лекарства от запоров. Триптамин может акти-
вировать рецепторы в кишечнике мыши, реагирующие на серотонин, вызывая повышенную секрецию жидкости в толстой 
кишке, что ускоряет движение пищи через пищеварительную систему. «Синтетические» бактерии стимулируют транспорти-
ровку пищи через пищеварительную систему независимо от диеты и микробиома. 

Дополнительные доклинические исследования и испытания на людях, вероятно, будут продолжаться не менее трех лет.

Genetically engineered bacteria shows promise as new treatment for constipation [WWW Document], n.d.  
URL https://www.news-medical.net/news/20180614/Genetically-engineered-bacteria-shows-promise- 

as-new-treatment-for-constipation.aspx (accessed 6.14.18).

Основное различие между людьми и другими млекопитающими – кожа

Команда исследователей из Университета Ватерлоо и Университета Гвельфа провела самый полный обзор млекопитаю-
щих на сегодняшний день и обнаружила, что человеческий микробиом – совокупность бактерий, грибов и вирусов, естест-
венных обитателей нашей кожи – значительно меньше, чем у других млекопитающих. Наша кожа – самый большой орган 
тела и главный барьер для внешней среды. Исследование показало, что микробные сообщества на коже млекопитающих 
могут со временем меняться параллельно со своими хозяевами, что называется филосимбиозом. Предполагается дополни-
тельно изучить вопрос о том, происходила ли совместная эволюция сообщества микроорганизмов кожи и их хозяев, что 
является одним из механизмов, который может объяснить их наблюдения за филосимбиозом.

Ross AA, Müller KM, Weese JS, Neufeld JD.
Comprehensive skin microbiome analysis reveals the uniqueness of human skin  

and evidence for phylosymbiosis within the class Mammalia. 
Proc Natl Acad Sci U S A. 2018 Jun 5. pii: 201801302. doi: 10.1073/pnas.1801302115.
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Совершенствование биотехнологических 
процессов получения диагностических 
препаратов для выявления возбудителя 
туляремии с использованием 
иммобилизованных носителей
Т.В.Жарникова, И.В.Жарникова, Ю.М.Евченко

ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора», Ставрополь, Российская Федерация

Усовершенствована биотехнология получения иммуноглобулинов флуоресцирующих диагностических за счет исполь-
зования разработанных бифункциональных сорбентов на носителях отечественного производства, позволяющих про-
водить одномоментную очистку иммуноглобулинов от несвязавшегося красителя и гетерологичных антител. Данная 
технология сокращает производственный цикл, обеспечивает низкую себестоимость, экологическую безопасность 
с сохранением качества диагностических препаратов.
Проведено совершенствование иммунопероксидазного конъюгата для выявления возбудителя туляремии путем 
иммобилизации фермента-пероксидазы хрена с липосомами, что способствует повышению стабильности и увеличе-
нию срока годности диагностической системы. Получены высокоактивные, специфичные иммобилизованные иммуно-
пероксидазные конъюгаты, стабильные в течение 6 лет хранения (срок наблюдения), что в 6 раз превышает стабиль-
ность препарата, полученного традиционным методом.
Ключевые слова:  иммуноглобулины флуоресцирующие, сорбент, флуоресцеинизотиоцианат,  
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Improved biotechnology for the production of immunoglobulins diagnostic fluorescent through the use of designed bifunctional 
sorbents on the media of domestic production, allowing for single-step purification of immunoglobulins from unbound fluorescent 
dye and heterologous antibodies. The technology used helps to reduce the production cycle by providing low cost, environmental 
safety, preserving the quality of diagnostic products.
Improvement of immunoperoxidase conjugate for detection of tularemia pathogen by immobilization of enzyme-horseradish 
peroxidase with liposomes was carried out, which contributes to stability and increase the shelf life of the diagnostic system. 
Highly active, specific immobilized immunoperoxidase conjugates stable for six years of storage (observation period) were 
obtained, which is 6 times higher than the stability of the drug obtained by the traditional method.
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А ктуальными остаются задачи по снижению и ликвида-
ции инфекционных заболеваний, в связи с этим основ-

ные направления биотехнологии предусматривают получе-
ние высокоэффективных, специфических препаратов для 
экспресс-диагностики особо опасных и других инфекций, 
а также индикации их возбудителей.

Для выявления возбудителя туляремии применяются раз-
личные серологические методы: реакция иммунофлуорес-
ценции (РИФ); иммуноферментный анализ (ИФА) и т.д. 
Одним из основных компонентов диагностических препара-
тов являются конъюгат-иммуноглобулины, меченные флуо-
ресцеинизотиоцианатом (ФИТЦ) или ферментом пероксида-
зой хрена.

Для получения специфичных, стабильных, качественных 
диагностических препаратов необходимо выполнение основ-
ных правил:

• использование специфичных антител для иммобилиза-
ции;

• качественная хроматографическая очистка конъюгатов 
от несвязавшихся компонентов;

• стабилизация препаратов.
Традиционно для выполнения вышеперечисленных пунк-

тов применяются импортные дорогостоящие, а иногда высо-
котоксичные реактивы. 

В настоящее время существует целый спектр применяе-
мых сорбентов и методов иммобилизации, имеющих свои 
достоинства и недостатки [1–3]. 

Цель исследования – совершенствование биотехнологи-
ческих процессов получения диагностических препаратов 
для выявления возбудителя туляремии с использованием 
иммобилизованных носителей на основе отечественных 
реак тивов.

Задачи исследования: 
1. совершенствование биотехнологических процессов по-

лучения иммуноглобулинов флуоресцирующих для выявле-
ния возбудителя туляремии путем применения бифункцио-
нальных аффинных сорбентов;

2. разработка технологии получения стабильного имму-
нопероксидазного конъюгата за счет иммобилизации фер-
мента и иммуноглобулинов с липосомами.

Материалы и методы 

Первоначально использовали различные сорбенты, тех-
нология приготовления которых описана в наших предыду-
щих работах [4, 5]. Для упрощения и ускорения процесса 
приготовления сорбентов и их использования для очистки 
препарата от несвязавшегося ФИТЦ были сконструированы 
сорбенты с магнитными свойствами. 

При выделении иммуноглобулинов [6] использовали сыво-
ротку диагностическую туляремийную сухую для РА про-
изводства ФКУЗ «Иркутский государственный научно-
исследовательский противочумный институт Сибири и 
Дальнего Востока» (ОСО 42-28-28-84-01 П). Концентрацию 
белка иммуноглобулинов флуоресцирующих определяли 
спектрофотометрически при λ = 280 нм (максимум поглоще-
ния белка) и λ = 495 нм (максимум поглощения ФИТЦ). 
Очистку от несвязавшегося флуорохрома проводили мето-
дом восходящей хроматографии на бумаге. Учет результа-

тов в РИФ проводили на люминесцентном микроскопе 
«PRIMO STAR iLED».

Конъюгацию иммуноглобулинов с ферментом пероксида-
зой хрена фирмы Sigma (США), тип VI-A, Rz = 3, проводили 
после его активирования методом перйодатного окисления 
по Р.К.Nakane, А.Kawaоi (1974) [7]. Лиофилизацию препара-
тов осуществляли в камере ЛС-500 («Проинтех», Россия) 
под вакуумом. 

При контроле активности и специфичности диагностиче-
ских препаратов в качестве гомологичных штаммов исполь-
зовали: Francisella (F.) tularensis Miura, F. tularensis 890-Аз, 
F. tularensis Schu, F. tularensis 15 НИИЭГ. В качестве гетеро-
логичных штаммов применяли: Brucella (В.) abortus 544, 
B. abortus 19-BA, B. melitensis 16 М, B. melitensis 62/9, 
B. suis 1330, B. suis 6, Yersinia pseudotuberculosis I-II серовар, 
Escherichia (Е.) coli 0-10, E. coli 0-18. 

Для иммобилизации ферментов использовали липосомы 
со средним размером 200 нм, полученные методом «выпа-
ривания в обращенной фазе» из фосфолипидов. Чувстви-
тельность и специфичность конъюгатов определяли по 
мето дике M.Clark и A.Adams (1977) в «сэндвич»-варианте 
ИФА [8]. В работе использовали полистироловые планшеты 
для иммунологических реакций (Санкт-Петербург, Россия). 
Учет результатов проводили на фотометре Multiskan FC 
(Финляндия).

Статистическую обработку полученных результатов осу-
ществляли, оценивая дисперсию, стандартное отклонение, 
доверительный интервал выборки из результатов экспери-
мента, с использованием компьютерной программы Microsoft 
Office Excel 2007.

Результаты и обсуждение

Одним из основных экспресс-методов является РИФ, 
в которой используются иммуноглобулины флуоресцирую-
щие диагностические. Они должны обладать высокой специ-
фичностью, т.е. взаимодействовать только с гомологичным 
антигеном и сообщать яркую флуоресценцию образующе-
муся комплексу. Для этого применяются хроматографи чес-
кие методы очистки. С целью освобождения иммуноглобули-
нов от несвязавшегося красителя используется сефадекс 
G-25 или сефадекс G-50 [9]. Для истощения иммуноглобули-
нов от гетерологичных антител – полиакриламидные сор-
бенты с иммобилизованными антигенами из гетерологичных 
штаммов. При этом применяются импортные дорогостоящие 
реактивы, а во втором случае – высокотоксичные.

В связи с этим нами разработана технология получения 
бифункционального аффинного сорбента, выполняющего 
одновременно две функции: очистку иммуноглобулинов 
флуоресцирующих от несвязавшегося красителя ФИТЦ и 
сорбцию гетерологичных антител путем связывания с анти-
генным лигандом, конъюгированным с матрицей и представ-
ляющим собой водорастворимый антиген, дающий пере-
крестную реакцию с соответствующими иммуноглобули-
нами. Используемые при этом сорбенты – биологически и 
хими чески инертные, микробиологически устойчивые, меха-
нически прочные, стабильные.

В качестве сорбента использовали: синтезированные 
орга нокремнеземные носители, состоящие из алюмосили-
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ката, оксида железа и декстрана. Для сравнения применяли 
традиционно используемый сефадекс G-50. Cорбция ФИТЦ 
на сефадексе была 92 ± 2%, на разработанном органокрем-
неземном сорбенте – 90 ± 2%.

Для придания сорбентам биоспецифических свойств на 
их поверхность иммобилизовали водорастворимые антиге-
ны, полученные из гетерологичных штаммов: B. abortus 544, 
B. abortus 19–ВА. 

Всего было проанализировано по 3 серии иммуногло-
булинов флуоресцирующих туляремийных, очищенных с по-
мощью аффинного сорбента с магнитными свойствами, 
с концентрацией белка 1,0–1,1% и молярным отношением 
Мф/Мб (нагрузка красителя на белок) от 5,0 до 9,0. 

Установлено, что специфическая активность препаратов, 
очистку которых проводили с помощью бифункциональных 
аффинных сорбентов, составила 1:32–1:64, чувствитель-
ность – 5 × 105 и более микробных клеток в 1 мл при отсут-
ствии перекрестных реакций с гетерологичными штаммами. 

При сравнительном изучении в РИФ активности и специ-
фичности иммуноглобулинов флуоресцирующих туляремий-
ных, полученных традиционным (с помощью сефадекса 
G-50) и модифицированным методами, установлена сопо-
ставимость полученных результатов, а с учетом снижения 
материальных затрат и импортозамещения превосходство 
предложенного нами метода становится очевидным. 

Вторым перспективным экспресс-методом является ИФА. 
Однако его недостаток – непродолжительный срок годности 
иммуноферментного конъюгата (6–12 мес при надлежащем 
хранении в холодильнике), так как ферменты имеют слабо-
жесткую структуру и подвержены отрицательному влиянию 
внешних факторов среды: температурных, буферных изме-
нений, концентрации водородных ионов и т.д. 

Для решения данной проблемы необходимо выбрать 
носи тель и подобрать параметры, при которых процедура 
иммо билизации не инактивировала бы фермент, позволяя 
ему функционировать с высокой активностью. Данными 
свойствами обладают липосомы [10].

При получении липосомально-иммунопероксидазного 
конъюгата предварительно активировали фермент методом 
перйодатного окисления. Данная процедура приводила к об-
разованию альдегидных групп в углеводной части фермента 
пероксидазы хрена. В дальнейшем на наружной мембране 
липосом фермент фиксировали. Суспензию подвергали уль-
тразвуковой обработке, обеспечивающей эффективный 
контакт поверхности липидной мембраны липосом с фер-
ментом, после чего смесь инкубировали при температуре 
(22 ± 4)°С в течение 2 ч. Ковалентное связывание липосом 
с ферментом осуществлялось за счет части активированных 
групп пероксидазы и аминогрупп, присутствующих в молеку-
лах ганглиозидов, встроенных в мембрану липосом при их 
приготовлении. Фиксацию иммуноглобулинов на поверхно-
сти липосом с иммобилизованной пероксидазой хрена про-
водили при температуре (22 ± 4)°С в течение 2 ч. Препарат 
стабилизировали 5 мг боргидрида в холодильнике. При этом 
иммуноглобулины за счет свободных аминогрупп связыва-
лись с оставшимися свободными альдегидными группами 
углеводной части пероксидазы. Для очистки конъюгата 
от несвязавшихся иммуноглобулинов использовали гель-
хроматографию. 

В целях увеличения срока годности препараты разливали 
в ампулы, замораживали и лиофилизировали в течение 
(18 ± 2) ч до конечной температуры (25 ± 1)°С. 

В результате проведенных исследований разработана тех-
нология изготовления иммобилизованных ферментных пре-
паратов, значительно увеличивающая их стабильность. Это 
связано с тем, что, во-первых, иммобилизация эффективно 
препятствует вредному воздействию внешней среды на фер-
ментный препарат, он становится заключенным в носитель 
(липосомы), т.е. защищенным, при отсутствии каталитиче-
ских ограничений, т.е. матрица не препятствует проникнове-
нию к нему субстрата за счет эффективного метода получе-
ния липосом, включения фермента и иммобилизации анти-
тел, подбора температурных, временных параметров, прове-
дения щадящей очистки от несвязавшихся компонентов. 

В готовых диагностических препаратах контролировали 
физико-химические (растворимость, цветность, прозрач-
ность, потерю в массе при высушивании) и иммунологиче-
ские свойства (рабочий титр, специфичность, чувствитель-
ность) после лиофилизации и в процессе хранения.

Разработанные препараты удовлетворяли требованиям 
к диагностическим препаратам, а стабильность разработан-
ных иммуноферментных конъюгатов превосходила анало-
гичный показатель традиционных, срок годности которых не 
превышал 1 года. 

Чувствительность иммунопероксидазных конъюгатов 
соста вила 5 × 105–1 × 106 м.к./мл при отсутствии перекрест-
ных реакций с гетерологичными штаммами, что свидетель-
ствовало об их высокой специфичности.

Заключение

В результате экспериментов были получены специфич-
ные, высокоактивные диагностические препараты.

1. Иммуноглобулины флуоресцирующие туляремийные. 
Бифункциональность свойств сорбентов позволяла выпол-

нять две задачи. Первая состояла в освобождении иммуно-
глобулинов флуоресцирующих от несвязавшегося красите-
ля – в результате физической сорбции последнего на сорбен-
те. Вторая задача включала очистку иммуноглобулинов флуо-
ресцирующих от гетерологичных антител за счет аффинных 
взаимодействий последних, входящих в состав иммуноглобу-
линов и соответствующих антигенов, фиксированных на аф-
финном сорбенте. Отработанная при этом методика может 
быть использована как основа для получения высокоактив-
ных, специфических иммуноглобулинов флуоресцирующих 
при выявлении возбудителей других инфекций.

Таким образом, простота технологии, при которой очист-
ка от несвязавшегося красителя и гетерологичных антител 
производится в одну стадию, способствует сокращению про-
изводственного цикла. Предложенная технология позволяет 
обеспечить низкую себестоимость, экологическую безопас-
ность с сохранением качества диагностических препаратов. 

2. Иммунопероксидазный конъюгат.
Фиксируясь на поверхности твердофазных носителей 

(мембраны липосом), фермент и иммуноглобулины резко 
снижают способность к конформационным изменениям 
структуры своих молекул под воздействием повышенной 
температуры, изменений рН среды и т.д. Все это способ-
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ствует повышению стабильности и увеличению срока год-
ности диагностической системы, в 6 раз превышающего 
срок годности препарата, полученного по традиционной 
мето дике.

Таким образом, в результате проведенных исследований 
изготовлены высокочувствительные (5 × 105–1 × 106 м.к./мл), 
специфичные (отсутствуют перекрестные реакции с гетеро-
логичными штаммами) диагностические препараты для 
выяв ления возбудителя туляремии: иммуноглобулины флуо-
ресцирующие и иммунопероксидазный конъюгат.
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Саратов, Российская Федерация

В данной статье представлены результаты усовершенствования этапов получения холерного тест-токсина. Проведен 
подбор штамма-продуцента, питательной среды. Определены оптимальные условия для получения максимального 
выхода антигена. 
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This article presents the work on the improvement of the stages of cholera test-toxin production. Selection of a strain-producer, 
nutrient medium has been carried out. The optimum conditions for maximum antigen yield have been determined.
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В связи с эпидемической ситуацией по холере в России 
и в мире необходима специфическая профилактика 

этого заболевания. Холерная химическая вакцина, разра-
ботанная в РосНИПЧИ «Микроб» и зарегистрированная на 
территории России, состоит из холерогена-анатоксина и 
О-антигенов холерного вибриона сероваров Инаба и Огава. 
Качество компонента вакцины холерогена-анатоксина 
определяется специфической активностью холерного ток-
сина (ХТ), которая тестируется в соответствии с промыш-
ленным регламентом № ПР 01898109–39–17 на производ-
ство [1] методами кожной пробы по Craig [2], РПИГ [3] и 
GM1-ELISA [4]. Количество холерогена-анатоксина в таблет-
ках вакцины определяется по специфической активности 
антигена в реакции связывания анатоксина. В данных реак-
циях, а также для получения антихолерогенной сыворотки 
используется холерный токсин. В связи с этим оптимизация 

условий получения тест-токсина является чрезвычайно 
актуальной [5].

Материалы и методы

Для получения токсина используют производственный 
штамм Vibrio cholerae cholerae 569В серовара Инаба. 
Производный от него штамм V. cholerae cholerae КМ76 серо-
вара Инаба – гиперпродуцент холерного токсина, содержит 
рекомбинантную плазмиду рС0107-2, несущую гены, ответ-
ственные за синтез холерного токсина (ctxAB), а также гены 
резистентности к тетрациклину (Tcr) и канамицину (Kmr). 
Данный штамм был изучен ранее и внедрен в производство. 
Штамм V. choleraе choleraе KM68, производный штамма 
Дакка 35 серовара Огава, также содержит рекомбинантную 
плазмиду рС0107-2 и является гиперпродуцентом холерного 
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токсина. Штамм V. choleraе eltor KM234, производный штамм 
V. choleraе eltor MAK757, продуцирует во внешнюю среду 
повышенное количество ХТ за счет внедрения в хромосому 
транспозона Tn 5-Mob (Kmr). Штаммы получены из Госу-
дарст венной коллекции патогенных бактерий РосНИПЧИ 
«Микроб».

Все изучаемые штаммы являются типичными для S-фор-
мы по морфологическим, культуральным, биохимическим и 
серологическим свойствам и обладают холероген ными, ток-
сигенными и иммуногенными свойствами в опытах на лабо-
раторных животных. 

Для культивирования штаммов использовали несколько 
питательных сред.

1) Бульон казеиновый рН 8,0 следующего состава: амин-
ный азот – 200 мг%; Na2HPO4 – 0,06%; NaCl – 0,5%; пептон – 
1%. Данная среда используется для глубинного культивиро-
вания штаммов V. сholerae 569В Инаба и V. сholerae М41 
Огава при промышленном производстве российской холер-
ной химической вакцины. 

2) Бульон AKI (1,5% бакто-пептона, 0,4% дрожжевого экс-
тракта фирмы «Дифко», 0,5% NaCL, 0,3% NaHCO2). Специ-
ально подобранная среда для получения холерного токсина 
2-го типа, продуцируемого природными штаммами V. сho-
lerae биовара Эль Тор. 

3) Жидкая питательная среда на основе ферментатив-
ного гидролизата фибрина (содержание аминного азота 
100 мг%). Эту среду готовили согласно патенту RU 
№ 2518282 [6, 7]. В качестве питательной основы она содер-
жит ферментативный гидролизат фибрина – из отхода про-
изводства иммуноглобулина антирабического, полученный 
в результате гидролиза препаратом нативной поджелудоч-
ной железы. Содержит следующие компоненты (об.%): фер-
ментативный гидролизат фибрина – 0,2; Na2HPO4 × 12H2O – 
0,05; NaCl – 0,5.

Эффективность жидких питательных сред определяли 
в условиях малообъемного культивирования штаммов в кол-

бах Эрленмейера (250 мл) на термостатируемом шейкер-
инкубаторе Infors Multitron. 

Глубинное культивирование холерных вибрионов осу-
ществляли в лабораторном биореакторе Biostat A (Sartorius, 
Германия) с рабочим объемом 1 л. Технические возможно-
сти биореактора позволяли регистрировать и регулировать 
в режиме реального времени значения температуры, рН, 
растворенного кислорода, скорости вращения мешалки, 
пода чи воздуха в культуральную жидкость и объемов добав-
ляемых корректирующих веществ [8].

Концентрацию биомассы в пробах определяли турбиди-
метрически на спектрофотометре Biowave. Активность 
холер ного токсина определяли иммунохимическими (РДП, 
РПИГ, ИФА) и биологическим (Craig) методами.

Результаты и обсуждение

Первым этапом нашей работы был выбор штаммов-про-
ду центов холерного токсина. Нами было проведено культи-
вирование штаммов Vibrio cholerae cholerae 569В, V. сholerae 
KM76, V. сholerae КМ68, V. сholerae KM234 на различных 
средах для сравнения уровня биосинтеза холерного токсина. 

В качестве питательных сред использовали: AKI (1); буль-
он казеиновый рН 8,0 – среда сравнения (2); жидкую среду 
на основе ферментативного гидролизата фибрина (3).

Эффективность жидких питательных сред определяли 
в условиях малообъемного культивирования в колбах Эрлен-
мейера (250 мл) на термостатируемом шейкер-инкубаторе 
Infors Multitron в течение 18 ч при температуре 37°С для 
штамма V. cholerae KM234 KmR, при температуре 30°С для 
штаммов V. cholerae 569В, KM68, KM76. Объем питательной 
среды при культивировании в колбах составлял 25 мл, ско-
рость вращения платформы – 200 об./мин. Посевной мате-
риал (ночная культура) в объеме 1,0 мл. При выращивании 
штамма V. chоlerae КМ234, содержащего мобильные генети-
ческие элементы (МГЭ), для создания селективных условий 

Таблица 1. Малообъемное культивирование штаммов V. choleraе-продуцентов холерного токсина

Штамм V. сholeraе Среда Концентрация,  
млрд/мл

Содержание холерного токсина
РДП* РПИГ* ИФА* Крейг*

1 15,2 4 32 128 8000
KM76 TcRKmR 2 20,8 4 32 128 16000

3 17,8 8 32 128 16000
1 7,2 4 128 6400 192000

КМ68 TcRKmR 2 18 2 128 6400 256000
3 16,4 4 128 6400 256000
1 16 2 128 800 40000

569 B 2 19,6 2 64 400 32000
3 19,2 4 128 800 160000
1 5,8 – 128 800 24000

KM234 KmR 2 14,4 – 128 1600 160000
3 9 2 128 1600 160000

Примечание: *реципрокный титр.

Таблица 2. Контроль содержания холерного токсина на этапах его выделения

Штамм 
V. cholerae 

Стерильный фильтрат Холерный токсин неочищенный Холерный токсин после хроматографии
ИФА* РПИГ* Крейг* РИД* ИФА* ИФА* Крейг* Выход (из 1л*)

569В 200 80 10000 16 64 64 40000 500 мкг
КМ68 TcRKmR 400 160 80000 16 256 254 120000 950 мкг
KM76 TcRKmR 400 80 100000 16 64 64 40000 600 мкг
KM234 KmR 64 40 10000 8 32 16 0 180 мкг

Примечание: *реципрокный титр.
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в бульон добавляли канамицин в концентрации 25 мкг/мл. 
В присутствии указанного антибиотика в среде происходит 
размножение лишь клеток, содержащих МГЭ, что способ-
ствует повышенной экспрессии антигенов, и подавляется 
рост клеток, спонтанно утративших их. Результаты пред-
ставлены в таблице 1. 

Как видно из таблицы 1, оптимальной по уровню накопле-
ния биомассы и продукции токсина является питательная 
среда на основе панкреатического гидролизата фибрина.

Следующий этап работы состоял в выявлении оптималь-
ных условий для синтеза холерного токсина при культивиро-
вании штаммов-продуцентов на фибриновой среде. Полу-
чение антигенов холерных вибрионов осуществляли в экс-
периментальном биореакторе Biostat A (Sartorius, Германия) 
с рабочим объемом 1 л, методом периодического культи-
вирования с подпиткой источником углеводного питания 
и корректировкой рН при закислении культуральной жид-
кости. В качестве источника углеводного питания использо-
вали глюкозу в виде 40%-ного раствора, а для корректиров-

ки уровня рН при закислении культуральной жидкости – 
раст вор аммиака (10%). 

Подготовку посевной культуры проводили следующим об-
разом. Агаровую культуру пересевали в пробирку с 5 мл бу-
льона Хоттингера (рН 7,6), подращивали в течение 6 ч при 
температуре 37°С в тонком слое, затем вносили в качестве 
инокулята в колбу со 100 мл питательной среды (фибриновый 
бульон, рН 8,0) и инкубировали в условиях шейкер-инкубатора 
в течение (17 ± 1) ч. Для посева в биореактор использовали 
данную бульонную культуру (100 мл). Выра щи вание в инкуба-
торе проводили в течение (8 ± 1) ч. Ско рость подачи стериль-
ного раствора глюкозы в процессе культивирования состав-
ляла: 2–4-й часы роста культуры – 0,1 мл/мин, далее с 5-го по 
6–7-й часы культивирования – 1,0 мл/мин в зависимости от 
рН культуральной жидкости. При значении рН ≤ 7,6 по каплям 
добавляли стерильный вод ный раствор аммиака до восста-
новления значения рН = 8,0. Культивирование холерных ви-
брионов в биореакторе прекращали по достижении стацио-
нарной фазы роста микробной популяции.

Были проведены три цикла культивирования каждого 
из штаммов холерного вибриона и проанализированы дан-
ные по динамике их роста, представленные на рис. 1. 

Оказалось, что при культивировании в биореакторе наи-
большая концентрация биомассы и продукция холерного 
токсина была у штаммов V.cholerae KM76 и KM68. Результаты 
представлены на рис. 2.

Далее мы анализировали выход конечного продукта – 
холер ного токсина у всех используемых штаммов. Для этого 
были получены стерильные фильтраты культуральной жид-
кости. Белковую фракцию, содержащую холерный токсин, 
осаждали в изоточке (рН 4,1). После диализа все осадки 
подвергали хроматографической очистке.

Полученный после осаждения, диализа и хроматографи-
ческой очистки препарат тест-токсина из штамма V. cholerae 
KM68 показал высокую активность в пробе Крейга – 120 000 
и по своим характеристикам соответствовал ОСО тест-
токсина для контроля формалинизированного центрифуга-
та, фракций и таблеток вакцины в производстве. Этапы по-
лучения препарата показаны в таблице 2.

Таким образом, нами проведены работы по испытанию в экс-
периментальных условиях штаммов-продуцентов холер ного 
токсина, а также получению и сравнительному анализу тест-
токсинов из каждого штамма. Показана возможность исполь-
зования штамма V. cholerae КМ68 для получения тест-токси на, 
так как его применение дает максимальный выход антигена.
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Оценка действия полимерного соединения 
на процесс формирования микробных 
биопленок штаммами Pseudomonas aeruginosa
Р.А.Верховский1, О.В.Нечаева2, Е.И.Тихомирова2

1ФГБОУ ВО «Саратовский национальный исследовательский университет им. Н.Г.Чернышевского», 
Саратов, Российская Федерация;
2ФГБОУ ВО «Саратовский государственный технический университет им. Ю.А.Гагарина», 
Саратов, Российская Федерация

Pseudomonas aeruginosa – один из основных возбудителей оппортунистических инфекционных заболеваний человека, 
особенно часто встречающихся у иммунокомпрометированных пациентов. Это связано со способностью бактерии 
к формированию микробных биопленок на биотических и инертных поверхностях предметов обихода, госпитальной 
среды и изделий медицинского назначения, что приводит к формированию множественной устойчивости возбудителя 
к широкому спектру антимикробных препаратов. В связи с этим разработка методов, препятствующих процессам 
пленкообразования P. aeruginosa, является актуальным направлением биомедицины. 
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Pseudomonas aeruginosa is one of the main pathogens of opportunistic human infectious diseases, especially common in 
immunosuppressed patient. This occurs due to its ability to form microbial biofilms on the biotic and inert surfaces of household 
items, hospital environment and medical products, which cause pathogen’s resistance to a wide range of antimicrobial agents. 
Hence, the development of methods that hamper the film-forming processes of P. aeruginosa is an actual direction of 
biomedicine.
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P. aeruginosa может являться ассоциантом нормальной 
микрофлоры ряда биотопов организма человека 

и вызывать оппортунистические инфекционные заболева-
ния различной локализации, которые могут протекать как 
в острой, так и в хронической форме [1, 2].

В процессе эволюции клетки P. aeruginosa приобрели 
целый комплекс защитных механизмов, что значительно за-

трудняет лечение вызванных ими заболеваний. В составе 
генома P. aeruginosa закодированы ферменты, обуславли-
вающие резистентность возбудителя к антибиотикам ряда 
бета-лактамов, аминогликозидов и макролидов [2]. Помимо 
этого, P. aerugionsa благодаря жгутикам, пилям IV типа и 
растворимым продуктам жизнедеятельности, образующим 
внеклеточный матрикс, способна формировать биопленки. 
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Жгутики, придающие подвижность бактериальным клеткам, 
способствуют образованию поверхностного монослоя био-
пленки, а благодаря пилям – и микроколоний на ней [3]. 
Одним из основных компонентов биопленки являются поли-
сахариды. Окружая себя полисахаридным матриксом, бак-
териальные клетки маскируют свои антигены, тем самым 
делая себя невидимыми для компонентов иммунной систе-
мы человека [4]. Кроме того, экзополисахариды, входящие 
в состав биопленки, затрудняют диффузию антибактериаль-
ных препаратов и предохраняют бактериальные клетки 
от негативных воздействий окружающей среды [5].

Биопленки, образуемые P. aeruginosa, могут быть плоски-
ми (недифференцированными) либо структурными (диффе-
ренцированными). Формирование недифференцированной 
биопленки происходит путем образования плотного слоя 
сливающихся клеток [6]. Процесс формирования дифферен-
цированной биопленки начинается с возникновения поверх-
ностных агрегатов и может приводить либо к формированию 
небольших колоний микроорганизмов, состоящих из под-
вижной и неподвижной субпопуляций бактериальных кле-
ток, либо к формированию более крупных микроколоний, 
возникших в ходе клонального роста агрегатов [7].

В связи с этим разработка мер по предотвращению фор-
мирования микробных биопленок на инертных поверхностях 
изделий медицинского назначения является актуальной про-
блемой биомедицины. Начальным этапом в процессе фор-
мирования биопленок является неспецифическая адгезия 
бактериальных клеток на поверхности субстрата, которая 
происходит в первые несколько часов культивирования мик-
роорганизмов [8]. Применение биосовместимых полимер-
ных соединений, способных изменять поверхностные свойст-
ва субстрата, делая его непригодным для адгезии бактери-
альных клеток, является перспективным в борьбе с мик роб-
ными биопленками. 

Целью данного исследования являлось изучение дейст-
вия полиазолидинаммония, модифицированного гидрат-
ионами йода, на процесс формирования микробных биопле-
нок штаммами P. aeruginosa.

Материалы и методы

В работе использовали стандартный и клинический штам-
мы P. aeruginosa. Объектом исследования явилось биосов-
местимое полимерное соединение – полиазолидинаммоний, 
модифицированный гидрат-ионами йода (ПААГ-М), произ-
водства ООО НПО «Константа» (Россия), для которого 
ранее были установлены широкий спектр антимикробной 
актив ности и низкий уровень токсичности [9–11].

Количественный учет интенсивности пленкообразования 
проводили по величине связывания микробными биопленка-
ми красителя кристаллического фиолетового (ед. OD) [12]. 
Для этого взвесь исследуемых микроорганизмов с началь-
ной концентрацией клеток 105 КОЕ/мл вносили по 100 мкл 
в ячейки 96-луночных плоскодонных пoлистирольных план-
шетов, содержащих в каждой лунке ряда по 100 мкл мясо-
пептонного бульона (МПБ). 

Штаммы P. aeruginosa культивировали при температуре 
37°С в течение 24, 48, 72 и 96 ч. После соответствующей 
экспозиции планктoнные формы клеток удаляли, ячейки 

планшетов аккуратно промывали стерильной водой и вноси-
ли в них по 100 мкл 1%-ного водного раствора кристалли-
ческого фиолетового. Через 10 минут краситель удаляли, 
а лунки трижды аккуратно промывали. Краситель, связан-
ный с биопленками, растворяли в смеси 1÷4 ацетон/этанол и 
определяли оптическую плотность на спектрофотометре 
для микропланшетов Epoch «BioTek» (США) при длине 
волны 420 нм. Контрольные лунки содержали ацетон-
этаноловую смесь.

Для формирования микробных биопленок на поверхности 
катетера его фрагменты помещали в МПБ, содержащий 
суточ ные культуры исследуемых штаммов P. aeruginosa 
в концентрации 2 × 105 м.к./мл. Опытные образцы катетера 
предварительно обрабатывали 0,5%-ным раствором 
ПААГ-М. Культивирование образцов проводили при темпе-
ратуре 37°С в течение суток, после чего оценивали процесс 
пленкообразования с использованием сканирующей элек-
тронной микроскопии.

Электронно-микроскопическое исследование микробных 
биопленок на поверхности фрагментов уретрального катете-
ра как модели изделий медицинского назначения проводили 
с использованием растрового электронного микроскопа 
Aspex Explorer (FEI Company, США). На поверхность образ-
цов напыляли токопроводящую пленку золота. Микро скопию 
проводили при ускоряющем напряжении 20 kV, ток эмиссии – 
50 μА. Изображение получали во вторичных электронах.

Статистическую обработку полученных данных осущест-
вляли при помощи пакета программ STATISTICA 6,0.

Результаты и обсуждение

Оценка пленкообразующей способности P. aeruginosa 
позво лила установить, что интенсивность связывания кра-
сителя стандартными штаммами была в 1,66 раза выше 
по сравнению с клиническими штаммами (рис. 1).

Обработка лунок иммунологического планшета иссле-
дуемым полимерным соединением способствовала нару-
шению формирования микробных биопленок, что выража-
лось в снижении интенсивности связывания кристалли че-
ского фио летового стандартным штаммом в 7 раз, а кли-
ническим – в 4,17 раза (критерий Вилкоксона Z = 2,02, 
p < 0,05).
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Рис. 1. Влияние ПААГ-М на процесс формирования микробных 
биопленок стандартным и клиническим штаммами P. aeruginosa.
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Поскольку развитие катетер-ассоциированных инфекций 
связано с формированием микробных биопленок на поверх-
ности изделий медицинского назначения при проведении 
инвазивных манипуляций, для дальнейших исследований 
был выбран полиуретановый уретральный катетер, на фраг-
ментах которого в условиях in vitro формировали микробные 
биопленки. Было установлено, что через 24 ч культивирова-
ния микробные биопленки, образованные как стандартным, 
так и клиническим штаммами P. aeruginosa, имели сложную 
трехмерную структуру: бактерии в них формировали много-
клеточные слои, покрытые интенсивно выраженным экзопо-
лимерным матриксом (рис. 2). В массиве биопленки отмеча-
лось наличие большого количества каналов, через которые 
осуществляется транспорт питательных веществ, продуктов 
метаболизма и сигнальных молекул.

На рисунке 2А представлена электронная микрофотогра-
фия микробной биопленки, образованной клиническим 
штаммом P. aeruginosa №26. В контрольном образце клетки 
имели размеры, соответствующие их исходным характери-
стикам, визуализировался интенсивный экзополимерный 
матрикс, в который были погружены микробные клетки. 
Через 24 ч культивирования формирование микробной био-
пленки происходило на всей поверхности образца.

Обработка образцов уретрального катетера сублеталь-
ными концентрациями ПААГ-М способствовала нарушению 
процесса адгезии микробных клеток на его поверхности: 
отме чали изолированные скопления микробных клеток, рас-
положенные в один слой, размер клеток был в 1,5 раза 
меньше по сравнению с контрольными (рис. 2Б). Кроме того, 
наблюдалось практически полное отсутствие экзополимер-
ного матрикса.

С использованием методов спектроскопии и сканирую-
щей электронной микроскопии установлено достоверное 
нарушение процесса пленкообразования стандартным и 

клиническим штаммами P. aeruginosa при обработке инерт-
ных поверхностей лунок иммунологического планшета и 
образцов уретрального катетера сублетальными концентра-
циями полимерного соединения ПААГ-М. 

Мы предполагаем, что положительно заряженный ПААГ-М 
способен электростатически связываться с отрицательно за-
ряженными поверхностными структурами клеточной стенки 
бактерии, тем самым не позволяя им нормально функциони-
ровать. Согласно литературным данным, некоторые поверх-
ностные структуры P. aeruginosa, такие как пили и жгутики, а 
также вырабатываемая бактериальными клетками внеклеточ-
ная слизь принимают активное участие в процессе пленкоо-
бразования. При нарушении их функции можно ожидать сни-
жения активности пленкообразования. Также ПААГ-М, воз-
можно, способен изменять поверхностные свойства субстра-
та, тем самым нарушая этап неспецифической адгезии и 
препятствуя образованию первичных поверхностных агрега-
тов, необходимых для формирования полноценной биопленки. 

Полученные в ходе исследования результаты позволяют 
рекомендовать ПААГ-М для предварительной обработки из-
делий медицинского назначения и объектов госпитальной 
среды с целью предотвращения формирования микробных 
биопленок.
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Идентификация и изучение 
антибиотикорезистентности бактерий, 
выделенных из маститного молока
Л.С.Киреева, С.А.Макавчик 

ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургская академия ветеринарной медицины», Санкт-Петербург,  
Российская Федерация

Цель – выделение из молока при маститах коров чистой культуры возбудителей и их идентификация, а также изучение 
чувствительности выделенной культуры к антибиотикам, выявление генов приобретенных карбапенемаз групп KPC и 
OXA-48-подобных (типы OXA-48 и OXA-162) и класса металло-β-лактамаз групп VIM, IMP, NDM методом полимеразной 
цепной реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ).
Выделенная культура возбудителя – Klebsiella pneumoniae высокочувствительна только к цефотаксиму и чувствитель-
на к другим препаратам из группы цефалоспоринов, а также к левомицетину, ципрофлоксацину. Малочувствительна 
к амикацину, фурадонину. К фосфомицину, гентамицину, эритромицину, доксициклину резистентна. У изучаемых 
культур не выявлены гены приобретенных карбапенемаз групп KPC и OXA-48-подобных, а также класса металло-β-
лактамаз групп VIM, IMP и NDM. 
Ключевые слова:  идентификация, антибиотикорезистентность, антибактериальные препараты, Klebsiella pneumoniae, 

гены, полимеразная цепная реакция
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The purpose of the study was to isolate and to identify a pure culture of causative agent from milk of cows with mastitis, to study 
its sensitivity to antibacterial drugs and to detect carbapenemase genes of KPC and OXA-48-like groups (OXA-48 and OXA-162 
types) and metal-β-lactamases class of the VIM, IMP, NDM groups by the Real-time polymerase chain reaction (PCR) method.
The isolated culture of microorganisms – Klebsiella pneumoniae, is highly sensitive only to cefotaxime. It is sensitive to 
ceftazidime, cefuroxime, ceftriaxone, i.e. to all drugs from the group of cephalosporins, and to levomycetin, ciprofloxacin. It is 
insensitive to amikacin, furadonin. The isolated culture is resistant to phosphomycin, gentamicin, erythromycin, and doxycycline. 
The genes of carbapenemase of KPC and OXA-48-like groups and of metallo-β-lactamases class of VIM, IMP, NDM groups in 
studied cultures were not detected.
Klebsiella pneumoniae showed multiple antibiotic resistance. The genes of the acquired carbapenemases of the KPC and OXA-
48-like groups (types OXA-48 and OXA-162) and of the class of metal-β-lactamases of the VIM, IMP, NDM groups were not 
detected in the isolated culture. 
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Б актерии рода Klebsiella относятся к семейству Entero-
bac teriaceae и широко распространены в природе. 

Они являются представителями резидентной микрофлоры 
кишечника различных видов животных и человека и вхо-
дят в состав условно-патогенной микрофлоры. При сниже-

нии иммунного статуса организма представители данного 
рода, в том числе Klebsiella pneumoniae, способны вызы-
вать различные заболевания, в том числе и маститы 
у коров [1, 2]. Именно маститы являются одной из главных 
причин преждевременной выбраковки продуктивных 
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животных и систематического недополучения молока 
за лактацию [3].

Под антибиотикорезистентностью понимают сохранение 
микроорганизмами способности к росту и размножению 
в присутствии концентрации антибактериальных препара-
тов, создаваемой при введении терапевтических доз пре-
парата. Появление устойчивости к действию антибиотиков 
является частным примером микроэволюционных измене-
ний, развивающихся в популяции любых микроорганизмов, 
испытывающих воздействие неблагоприятных факторов. 
Основная проблема антибиотикотерапии заключается в том, 
что ненадлежащее использование антибактериальных пре-
паратов способствует появлению антибиотикорезистентных 
штаммов [4].

Антибиотикорезистентность всегда обусловлена генети-
чески и возникает за счет изменения собственных или при-
обретения новых, а также изменения уровня экспрессии уже 
имеющихся генов [5]. Однажды возникшие гены резистент-
ности в условиях продолжающейся селекции, в качестве 
которой выступает антибиотикотерапия, приобретают тен-
денцию к распространению в популяциях микроорганизмов, 
причем не ограниченную одним видом [6].

Под приобретенной устойчивостью понимают свойство 
отдельных штаммов бактерий сохранять жизнеспособность 
при тех концентрациях антибиотиков, которые подавляют 
основную часть микробной популяции. Формирование рези-
стентности во всех случаях обусловлено генетически: при-
обретением новой генетической информации или изменени-
ем уровня экспрессии собственных генов [7].

β-лактамазы – группа бактериальных ферментов, направ-
ленных на борьбу с β-лактамными антибиотиками, одними 
из самых часто применяемых препаратов для лечения ин-
фекционных заболеваний [8]. Именно поэтому для исследо-
вания были выбраны следующие классы β-лактамаз: KPC и 
OXA-48-подобные (типы OXA-48 и OXA-162) и класс металло-
β-лактамаз групп VIM, IMP, NDM [9, 10].

Целью исследования является оценка антибиотикорези-
стентности бактериальных агентов, содержащихся в пробах 
молока. В соответствии с целью были поставлены задачи: 
выделение и идентификация возбудителей мастита, анализ 
их антибиотикорезистентности.

Материалы и методы

В промышленном животноводческом комплексе Ленин-
градской области были отобраны пробы молока коров 
со скрытыми и клинически проявляющимися маститами. 
Пробы молока (30–50 мл) брали в стерильные пластиковые 
емкости после тщательной обработки вымени мыльным рас-
твором, дезинфекции сосков 70% этиловым спиртом и сдаи-
вания первой порции молока в отдельную посуду. 

Первичные посевы делали на мясо-пептонный агар и 
буль он (МПА и МПБ), на кровяной агар, среды Эндо. Для 
идентификации возбудителя изучали культурально-биохи-
мические свойства чистых культур бактерий. Идентификацию 
также проводили при помощи тест-систем API 20E («Bio 
Merieux», Франция), предназначенных для биохимической 
идентификации энтеробактерий в течение 18–24 ч. Для ис-
следования использовали изолированную колонию со среды 

первичного посева, суспендировали и вносили в микропро-
бирки по 100 мкл. Затем добавляли по 50 мкл вазелинового 
масла в микропробирки с тестами на уреазу, лизиндекар-
боксилазу, орнитиндекарбоксилазу, аргининдигидролазу, 
сероводород. Посевы инкубировали при 36°С в течение 
24 ч, после чего добавляли реактивы на ацетоин, индол, 
триптофандезаминазу, нитриты. 

Результаты учитывали визуально, заполняли бланки 
с кода ми цифрового профиля. Идентификацию проводили 
по идентификационной таблице, поставляемой в комплекте 
с тест-системой.

Определение чувствительности бактериальной культуры 
к антибактериальным препаратам проводили методом диф-
фузии антибиотиков в агар с применением дисков (ФБУН 
НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Пастера).

Выявление генов приобретенных карбапенемаз групп 
KPC и OXA-48-подобных (типы OXA-48 и OXA-162) и класса 
металло-β-лактамаз групп VIM, IMP, NDM проводили мето-
дом полимеразной цепной реакции в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). 

Результаты и обсуждение

В результате идентификации, путем изучения морфоло-
гических, культурально-биохимических свойств и исполь-
зования тест-системы API 20e (рис. 1), выделенный возбу-
дитель отнесли к роду Klebsiella, виду Klebsiella pneumoniae 
(таблица). 

Клебсиеллы представляли собой мелкие, грамотрица-
тельные палочки. При микроскопии у возбудителей выяв-
ляли капсулу, которая при окраске метиленовым синим 
Леффлера по Михину приобретала розовый цвет, бактери-
альные клетки имели синий цвет. 

Таблица. Результаты использования тест-системы API 20e

Название ячейки (микропробирки) 
и реакции/фермента

Результат 

OPNG (β-галактозидаза)
– 

(в идентификационной 
таблице в 99% случаев +)

ADH (аргининдигидролаза)
+ 

(в идентификационной 
таблице в 99% случаев –)

LDC (лизиндекарбоксилаза) + 

ODC (орнитиндекарбоксилаза)
+ 

(в идентификационной 
таблице в 99% случаев –)

CIT (утилизация цитратов)
– 

(в идентификационной 
таблице в 86% случаев +)

H2S (продукция H2S) –
URE (уреаза) –
TDA (триптофандеаминаза) –
IND (продукция индола) –
VP (продукция ацетоина) –
GEL (желатиназа) –
GLU (сбраживание/окисление глюкозы) + (на 55%)
MAN (сбраживание/окисление маннита) +
INO (сбраживание/окисление инозита) +
SOR (сбраживание/окисление сорбита) +
RHA (сбраживание/окисление рамнозы) +
SAC (сбраживание/окисление сахарозы) +
MEL (сбраживание/окисление мелибиозы) +
AMY (сбраживание/окисление амигдалина) +
ARA (сбраживание/окисление арабинозы) +
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Культуры клебсиелл хорошо росли на простых средах. При 
росте на МПБ вызывали равномерное помутнение, на по-
верхности образовывалась слизистая пленка. На МПА через 
18–24 ч вырастали серо-белые, слизистые колонии. 
Консистенцию определяли прикосновением бактерио логи-
чес кой петли в процессе отвивки части микробов из колонии. 

На среде Эндо после культивирования при 37–38°С в те-
чение 18–24 ч изучаемые культуры образовывали бледно-
розовые, слизистые, сливающиеся, приподнимающиеся над 
поверхностью среды колонии (рис. 2).

При росте на трехсахарном агаре с мочевиной по Оль-
киницкому происходило пожелтение столбика среды, что 
указывало на расщепление глюкозы, а красная скошенная 
часть среды – на отсутствие ферментации сахарозы и лак-
тозы (рис. 3).

Проводили определение чувствительности выделенной 
культуры возбудителя к антибактериальным препаратам 
методом диффузии антибиотиков в агар с применением дис-

ков. Учет результатов проводили после 24-часовой инкуба-
ции в термостате при температуре 37°С по наличию зон 
задер жки роста, образующихся под воздействием антибак-
териальных препаратов.

Установлено, что выделенная культура микроорганизмов 
Klebsiella pneumoniae высокочувствительна только к цефо-
таксиму (рис. 4). Чувствительна также к цефтазидиму, цефу-
роксиму, цефтриаксону, т.е. ко всем использованным пре-
паратам из группы цефалоспоринов. Была также выявлена 
чувствительность к левомицетину, ципрофлоксацину (груп-
па фторхинолонов). Данный микроб малочувствителен 
к амикацину, фурадонину. Отметим, что к фосфомицину, 
гентамицину, эритромицину, доксициклину выделенная 
культура резистентна.

В результате проведения ПЦР-РВ генов приобретенных 
карбапенемаз группы KPC и OXA-48-подобных и класса 
металло-β-лактамаз групп VIM, IMP и NDM у выделенной 
культуры обнаружено не было (рис. 5, 6).

Рис. 1. Результаты исследований на тест-системе API 20e.

Рис. 2. Рост Klebsiella pneu mo­
niae на среде Эндо.

Рис. 3. Рост Klebsiella pneu mo­
niae на трехсахарном агаре 
Оль киницкого.

• Цефотаксим – 27 мм
• Фурадонин – 16 мм
• Цефтриаксон – 23 мм
• Амикацин – 11 мм

Рис. 4. Зоны задержки роста возбудителя под воздействием 
антибиотиков.

Рис. 5. График регистрации результатов ПЦР в режиме реально-
го времени свидетельствует о накоплении продуктов амплифи-
кации внутренних контролей.

Рис. 6. График регистрации результатов ПЦР в режиме реально-
го времени свидетельствует о накоплении продуктов амплифи-
кации фрагментов генов MBL группы VIM и генов группы OXA-
48-подобных.
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Выводы

Выделенные и идентифицированные микроорганизмы 
Klebsiella spp. проявили множественную антибиотикорези-
стентность. Гены приобретенных карбапенемаз групп KPC и 
OXA-48-подобных и класса металло-β-лактамаз групп VIM, 
IMP и NDM у выделенной культуры не обнаружены.
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Использование почвенных сапрофитов 
Bacillus spp. в качестве биоиндикаторов 
токсикологического загрязнения серой 
лесной почвы 
И.В.Канина, Н.А.Головина 

ФГБОУ ВО «Рязанский государственный медицинский университет им. академика И.П.Павлова», Рязань, 
Российская Федерация

Цель исследования – изучение активности почвенной микрофлоры серой лесной почвы в условиях неблагоприятных 
факторов – загрязнения тяжелыми металлами, повышенной кислотности для оценки плодородия почвы. В условиях 
серых лесных почв оценка плодородия почвы с позиции устойчивости на основе проведения микробиологических 
исследований проводится впервые. Объектом исследований была серая лесная почва разной степени окультуренно-
сти: плодородная (окультуренная) и неплодородная (неокультуренная). В неокультуренной серой лесной почве содер-
жание гумуса составляло около 2,2–2,5%, при эколого-экономически обоснованном 3%, элементов питания – среднее. 
В окультуренной почве гумуса было 5,4%, содержание подвижного фосфора и обменного калия – высокое. Окульту-
ренный вариант отражает потенциальные возможности почвы по обеспечению устойчивости.
Ключевые слова:  серая лесная почва, загрязнение, подкисление, устойчивость, биоиндикация,  

микробиологическая активность
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Soil profile Bacillus spp. as bioindicators of toxicological 
pollution of gray forest soil
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Ryazan State Medical University, Ryazan, Russian Federation

The aim of the investigation is studying activity of gray forest soil micro flora under unfavorable factors – heavy metals and high 
acidity to evaluate soil fertility. This is the first evaluation of gray forest soil fertility from the position of its stability with the help 
of microbiological investigations. The object of the investigation is gray forest soil of different cultivation degree: fertile 
(cultivated) and non-fertile (non-cultivated). The non-cultivated gray forest soil has had about 2.2–2.5% of humus when 
ecological-economic sound 3% and average nutrients. The cultivated soil has had 5.4% of humus and high labile phosphorus 
and exchange potassium. 
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Х имическая безопасность является важной составля-
ющей в проблеме противодействия медико-экологи-

ческим опасностям разнообразных физических, химиче-
ских и биологических патогенов в окружающей природной, 
производственной, общественной и бытовой среде, в их 
влиянии на условия жизни, состояние здоровья и заболе-
ваемость людей [1]. Химическая нагрузка человеческой 

популяции в современных условиях складывается из широ-
кого круга естественных и искусственных источников. Это 
не только производственные химические факторы, хими-
ческие загрязнения воздушной среды и пищевых продук-
тов, но и проникновение во всевозрастающей степени в 
почву широкого арсенала различных искусственных мате-
риалов и изделий из них, а также продуктов так называе-
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мой бытовой химии и медицинской химии, которые имеют 
определенную токсикологическую характеристику [2]. 
Могут встречаться скрытые неблагоприятные эффекты, 
такие как канцерогенные, гонадотоксические, эмбриоток-
сические и тому подобные последствия, проявление кото-
рых в виде соответствующей патологии может обнаружи-
ваться лишь в эпидемиологических исследованиях на 
популяционном уровне, поскольку количественная выра-
женность таких событий крайне мала. Однако речь идет о 
возникающей в массовых по количеству вовлекаемых 
людей и охватываемым территориям событиях химической 
опасности, необходимости учета и оценки не только инди-
видуальных, но также и коллективных (популяционных) 
доз соответствующих токсичных воздействий. Если надпо-
роговые индивидуальные дозы имеют решающее значе-
ние в развитии острой или хронической химической болез-
ни (отравлений), то даже индивидуально малые дозы, 
подпороговые для развития отравления, но массовые, 
«нагружающие» большую популяцию и формирующие 
большую коллективную дозу, по-видимому, могут реализо-
вываться в стохастическую (вероятную) патологию – ста-
тистическое повышение уровней отдаленного медицинско-
го ущерба, в том числе наследственных, онкологических, 
иммунных и т.п. заболеваний. 

Почва является главным резервуаром и естественной 
средой обитания микроорганизмов, которые принимают 
активное участие в процессах формирования и самоочи-
щения почвы, а также являются необходимым звеном 
в круговороте всех биогенных элементов (углерода, азота, 
серы, фосфора, железа и др.). Все почвенные бактерии 
являются компонентами различных биотических сооб-
ществ, складывающихся в почве в процессе их взаимоот-
ношений с растениями, беспозвоночными животными, про-
стейшими, грибами. Именно поэтому важное значение 
имеет изучение активности почвенной микрофлоры, в част-
ности анаэробной Bacillus spp., в условиях неблагоприят-
ных факторов – тяжелых металлов, повышенной кислот-
ности для оценки возможного токсикологического влияния 
на здоровье человека.

Химическая природа загрязняющих веществ и концентра-
ция их в питательной среде оказывают исключительно боль-
шое влияние на жизнедеятельность микробов, определяя 
в конечном счете качественное распределение микроорга-
низмов в природе и направленность возбуждаемых ими био-
химических процессов. Особенно большое влияние на раз-
витие микроорганизмов оказывает реакция среды (pH), 
ее окислительно-восстановительный потенциал и наличие 
в среде ядов и стимуляторов. 

Объектом исследований была серая лесная почва разной 
степени окультуренности: плодородная (окультуренная) и 
неплодородная (неокультуренная). В неокультуренной серой 
лесной почве содержание гумуса составляло около 2,2–
2,5%, при эколого-экономически обоснованном 3%, элемен-
тов питания – среднее. В окультуренной почве гумуса было 
5,4%, содержание подвижного фосфора и обменного калия – 
высокое. Окультуренный вариант отражает потенциальные 
возможности почвы по обеспечению устойчивости. В опытах 
имитировали подкисление и загрязнение тяжелыми метал-
лами. Загрязнение почвы производили кадмием из расчета 

10, 30 и 100 предельно-допустимой концентрации (ПДК). 
Экспо зиция составляла 1, 10, 35 и 57 сут. Подкисление 
почвы имитировали добавлением разбавленной серной кис-
лоты из расчета создания кислотной нагрузки 0,018, 0,044 и 
0,120 мМ/л. После этого производилось определение микро-
биологической активности почвы, в частности, определялось 
количественное соотношение Bacillus spp. до внесения хими-
ческих загрязнителей и после подкисления среды. В окуль-
туренной серой лесной почве не происходило угнетения по-
чвенной микрофлоры от загрязнения кадмием и подкисления. 
При фоновом рН, равном 6,0, общее количество микроорга-
низмов составило 41,64 × 106 КОЕ/г, а после добавления кис-
лоты 0,018 мМ/л (рН 5,3) он снизился до 19,16 × 106 КОЕ /г, 
далее до 15,80 × 106 КОЕ /г и 12,00 × 106 КОЕ /г соответ-
ственно при нагрузке 0,044 и 0,120 мМ/л. 

Подкисление почвы имитировали добавлением разбав-
ленной серной кислоты из расчета создания кислотной на-
грузки 0,018, 0,044 и 0,120 мМ/л. Влажность почвы поддер-
живали на уровне 30% от сухой почвы. Микробиологическую 
активность определяли общепризнанными методами. В опы-
те микробная биомасса при всех предложенных концентра-
циях кадмия в почве была наибольшей в плодородной поч-
ве: при фоновой концентрации она составила для 1-х су ток 
1187 мкг С/г почвы, 10-х суток – 1590 мкг С/г почвы, 
35-х суток – 1005 мкг С/г почвы и 57-х суток – 891 мкг С/г 
поч вы, что соответственно на 540, 761, 541 и 554 мкг С/г 
почвы больше неплодородного варианта.

При этом разница между вариантами по мере нарастания 
загрязнения увеличивалась: в 1-е сутки для 10 ПДК она 
соста вила 658; 30 ПДК – 667 и 100 ПДК – 710 мкг С/г почвы. 
В 1-е сутки в плодородном варианте угнетения жизнедея-
тельности микроорганизмов вообще не произошло, в отли-
чие от неплодородного варианта, так как величина микроб-
ной биомассы при указанных концентрациях кадмия была 
выше фоновой концентрации. 

О стабилизации микробиологической жизнедеятельности 
в плодородной почве за счет лучшего обеспечения экологи-
ческими факторами в условиях загрязнения кадмием, а также 
снижения активности элемента свидетельствуют данные 
базального дыхания. Во всем диапазоне загрязнения и экс-
позиции значение его было выше, чем в неплодородной 
почве. Следовательно, в почве с недостаточным содержани-
ем субстрата микроорганизмы тратят больше энергии на 
проявление защитных реакций и меньше – на формирова-
ние биомассы. 

В плодородной почве в отмеченном объеме кислотной на-
грузки снижение микробиологической активности не обна-
ружено. Кроме этого, она во всех случаях была выше непло-
дородного аналога.

Таким образом, для оценки возможного влияния химиче-
ского состава почвы на здоровье населения целесообраз-
ны различные методы биодиагностики с использованием 
в качестве объекта почвенной микрофлоры, в частности 
Bacillus spp., как чувствительные системы к откликам на 
неблагоприятные воздействия. По их сравнительной актив-
ности можно регистрировать появление негативных началь-
ных (самых ранних) сигналов в почве с целью определения 
ожидаемых токсических воздействий на человеческую по-
пуляцию.
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актуальные аспекты».  
Россия, Санкт-Петербург.  
Организатор: Гуманитарный национальный исследовательский институт «Нацразвитие»

16–19 июля 2018 II International conference «Bioinformatics: from Algorithms to Applications».
Россия, Санкт-Петербург. Организатор: Rustour LLC

20–25 августа 2018 11-я Международная мультиконференция по биоинформатике регуляции и структуры геномов 
и системной биологии / Bioinformatics of Genome Regulation and Structure Systems Biology – 
BGRSSB-2018.  
Россия, Новосибирск. Организатор: ИЦиГ СО РАН
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Вакцина чумная молекулярная 
микроинкапсулированная (ВЧММ)

Г руппой сотрудников ФБУН «Государственный научный 
центр прикладной микробиологии и биотехнологии» 

Рос потребнадзора разработан препарат «Вакцина чумная 
молекулярная микроинкапсулированная», зарегистриро-
ванный Министерством здравоохранения Российской 
Феде рации. 

Вакцина предназначена для специфической профилак-
тики чумы у людей и представляет собой лиофилизат для 
приготовления суспензии для подкожного введения, 1 доза 
для подкожного введения – 0,5 мл.

Вакцина состоит из рекомбинантных капсульного анти-
гена и V-антигена чумного микроба, заключенных в микро-
капсулы. В одном флаконе содержатся очищенные реком-
бинантные антигены: F1-антиген 75–90 мкг и V-антиген 
75–90 мкг. Вакцина предохраняет от гибели не менее 70% 
белых мышей и морских свинок при заражении штаммом 
Y. pestis 231 дозой 10–30 LD50.

Использованы следующие, разработанные авторами 
штаммы-продуценты протективных антигенов.

Продуцент капсульного антигена чумного микроба
Штамм Yersinia pseudotuberculosis EV11M/pFSK3/9 

(Номер штамма в «ГКПМ – ОБОЛЕНСК»: B-4785). Штамм 
получен в лаборатории микробиологии чумы ФБУН ГНЦ 
ПМБ (Обо ленск) из штамма Y. pseudotuberculosis EV11M 
(кат. № В-4895) после введения плазмиды pFSK3. Плазмида pFSK3 представляет собой EcoRI фрагмент 
плазмиды pPst Y. pestis, включающий в себя область репликации плазмиды ori и гены, кодирующие коа-
гулазную и фибринолитическую активности, продукцию пестицина и иммунность к пестицину, который 
лигирован с EcoRI фрагментом плазмиды pFSK1, содержащим локус caf1 оперона Y. pestis, маркирован-
ный геном kan. Полученная конструкция обеспечивает эффективную экспрессию генов caf1 оперона. 
Помимо продукции F1 антигена введение в штамм EV11M плазмиды pFSK3 привело к синтезу активатора 
плазминогена, кодируемого генами плазмиды пестициногенности pPst. В диапазоне температур 28–37°С 
штамм продуцирует в питательную среду капсульный антиген F1 (Caf1) Y. pestis.

Продуцент V-антигена чумного микроба
Штамм Escherichia coli BL21(DE3)/pETV-I-3455 (номер штамма в «ГКПМ – ОБОЛЕНСК»: B-6527). Штамм 

получен из лабораторного штамма E. coli BL21(DE3) путем трансформации клеток штамма плазмидой 
pETV-I-3455. Отличается от исходного штамма E. coli устойчивостью к ампициллину, продукцией V анти-
гена (LcrV(G113)) чумного микроба.

Вакцина предназначена для профилактики чумы личного состава войск Минобороны РФ и МЧС, дей-
ствующих в чрезвычайных ситуациях, а так же населения, проживающего на терри ториях природных 
очагов чумы. Пока заниями к проведению профилактических прививок яв ляются возможность работы с 
возбудителем чумы, наличие энзоотий чумы сре ди грызунов или возможность завоза инфекции, угроза 
биотеррористического акта. Вакци на может быть использована для массовой вакцинации взрослого кон-
тингента лиц от 18 до 55 лет.

В проведенных клинических исследованиях показаны безопасность и удовлетворительная общая пере-
носимость вакцины, что подтверждено результатами лабораторных исследований клинического анализа 
крови, биохимическими показателями крови и общим анализом мочи.

Продолжительность специфического противочумного иммунитета у добровольцев составляет не менее 
90 дней (срок наблюдения) с момента введения вакцины. Доклинические исследования на лабораторных 
животных показали сохранение защитного иммунитета против чумы в течение 180 сут после иммунизации.
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Попытки конструирования субъединичных (химических, молекулярных) вакцин в мире ведутся давно. 
Кандидаты в вакцины, полученные британскими учеными из военной лаборатории Defence Science and 
Technology Laboratory (Портон Даун), исследователями из US Army Medical Research Institute of Infectious 
Diseases (Форт Детрик, США), военными микробиологами из Китая на основе комбинации Caf1 и LcrV 
белков прошли различные стадии клинических испытаний. Вакцина, разработанная ФБУН ГНЦ ПМБ, яв-
ляется первым зарегистрированным препаратом в мире такого уровня.

23 апреля 2018 года в Париже в рамках деятельности ВОЗ по профилактике опасных инфекций со-
стоялось рабочее совещание «Испытание эффективности вакцин против чумы: конечные точки, пробный 
дизайн, выбор площадки». Зарегистрированный российский препарат отвечает практически всем требо-
ваниям ВОЗ к чумным вакцинам и после проверки у него двух-трех неисследованных, но требуемых по 
правилам этой организации характеристик, может быть направлен на регистрацию и предквалификацию, 
которые сделают препарат доступным для закупок мировыми агентствами.

Препарат «Вакцина чумная молекулярная микроинкапсулированная» может быть использован для ре-
вакцинации людей после первичной вакцинации живой чумной вакциной EV, с учетом индивидуального 
интегрированного показателя гуморального и клеточного иммунитета, что будет во многом способство-
вать устранению нежелательных реакций организма на введение живой вакцины.

Коллектив авторов вакцины: Дятлов И.А., Анисимов А.П., Храмов М.В., Дунайцев И.А., Ажермачева 
Н.И., Сомов А.Н., Иванов С.А., Борзилов А.И., Копылов П.Х., Перелыгин В.В., Жиглецова С.К., Клыкова 
М.В., Дентовская С.В., Шайхут динова Р.З., Светоч Т.Э., Панферцев Е.А., Похиленко В.Д., Аитов Р.С., 
Карлышев А.В., Красильникова В.М.

О создании Ассоциации  
«Национальное научно-практическое 
общество бактериологов»

10 апреля 2018 года Министерством юстиции Рос-
сийской Федерации зарегистрирована некоммер-

ческая организация Ассоциация «Национальное научно-
практическое общество бактериологов» (Association «Natio-
nal scientific-practical society of bacteriologists»).

Основной целью деятельности Ассоциации является 
объединение юридических и физических лиц, заинтересо-
ванных в развитии и совершенствовании бактериологиче-
ских исследований, направленных на улучшение диагно-
стики инфекционных болезней в сфере здравоохранения, 
ветеринарии, пищевой промышленности, а также пред-
ставление и защита общих интересов членов Ассоциации.

Ассоциация имеет достаточно большой спектр видов дея-
тельности: разработка и реализация различных программ и 
проектов, направленных на изучение, обобщение и распро-
странение передового отечественного и зарубежного опыта 
в сфере бактериологических исследований; участие, орга-
низация и проведение научных съездов, конгрессов, конфе-
ренций, симпозиумов, семинаров, выставок с целью популя-
ризации достижений науки и практики в области классиче-
ских методов бактериологических исследований и внедре-
ния их в практику здравоохранения; содействие членам 
Ассоциации в осуществлении функций, обеспечивающих 
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достижение управленческих, социальных, научно-практических целей, а также представление законных 
интересов, содействие защите профессиональных, авторских и смежных прав членов Ассоциации; органи-
зация информационного обмена между членами Ассоциации; участие в разработке и дальнейшем внедре-
нии современных методов микробиологической диаг ностики (культуральных и серологических методов ис-
следований, методов молекулярной микробиологии); координация и объединение усилий научных и практи-
ческих учреждений и их специалистов, направленных на совершенствование методов выявления возбуди-
телей инфекционных заболеваний; содействие проведению научных исследований в области бактериоло-
гии и антибиотикорезистентности инфекционных патогенов; осуществление профессиональных и научных 
связей со специалистами и обществами других медицинских, биологических и ветеринарных специально-
стей, развитие международных научных связей; содействие научной, исследовательской, издательской, 
пропагандистской деятельности среди широкой медицинской, биологической и ветеринарной обществен-
ности; участие в разработке научно-обоснованной системы подготовки специалистов по профилю 
Ассоциации; участие в разработке и экспертизе программ и планов до- и последипломной подготовки спе-
циалистов; содействие в разработке, реализации и развитии эффективной защиты интересов производи-
телей и поставщиков медицинских изделий, являющихся членами Ассоциации; участие в порядке, преду-
смотренном действующим законодательством, в выработке решений орга нов государственной власти, 
местного само управления в раз работке и в реализации программ, связанных с устав ной деятельностью 
Ассо циации; учреждение средств массовой информации, организация просветительской, информационной, 
экспертно-консультационной деятельности по вопросам уставной деятельности Ассоциации; осуществле-
ние издательской деятельности в установленном законодательством порядке, включая выпуск и реализа-
цию информационной литературы, периодических и научно-методических изданий, видеоматериалов, дру-
гой продукции по вопросам уставной деятельности Ассоциации и другие.

Учредителями Ассоциации являются ФБУН «Государст венный научный центр прикладной микробио-
логии и биотехнологии Роспотребнадзора и ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт 
эпидемиологии и микробиологии им. академика И.Н.Блохиной» Роспотребнадзора.

Президентом Ассоциации избран д.м.н., профессор, академик РАН Дятлов Иван Алексеевич, вице-
прези дентом – д.м.н., профессор Ефимов Евгений Игоревич, исполнительным директором – д.б.н. 
Шепелин Анатолий Прокопьевич.

Таким образом, в сфере научных и прикладных бактериологических исследований, направленных на 
совершенствование культурального метода выделения и идентификации живых бактериальных куль-
тур, создание коллекций бактериальных патогенов, разработку новых высокоэффективных элективных 
и селективных питательных сред, внедрение экспресс-тестов выявления патогенов, распространение 
методов гено- и иммунодетекции, подготовку кадров создана триада, призванная решать накопившиеся 
в данной отрасли проблемы, а именно – Ассоциация «Национальное научно-практическое общество 
бактериологов», Научно-практический журнал «Бактериология», Ежегодный «Нацио нальный конгресс 
бактериологов».
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Основа агара Байрд–Паркера сухая

С 2018 года ФБУН ГНЦ ПМБ начал выпуск питательной 
среды для проведения бактериологического исследования кли-
нического материала, предположительно инфицированного 
стафилококками, с целью выделения возбудителя стафилокок-
ковой инфекции и идентификации его принадлежности к пато-
генным стафилококкам по признаку проявления лецитиназной 
активности, сухой (Основа агара Байрд–Паркера).

Основа агара Байрд–Паркера с внесенными добавками1 обе-
спечивает питательные потребности для визуального обнаруже-
ния роста стафилококков, в том числе коагулазоположительных. 

Глицин и пируват натрия стимулируют рост стафилококков. 
Хлорид лития и теллурит калия подавляют рост большинства 
сопутствующих микроорганизмов. Яичная эмульсия является 
субстратом, необходимым для определения лецитиназы. 

Стафилококки образуют колонии черного цвета в связи с вос-
становлением теллурита калия до теллура. Реакция с яичным 
желтком и восстановление теллурита протекают одновременно 
с действием коагулазы и поэтому могут служить ее пока зателем.

Питательная среда зарегистрирована в качестве меди-
цинского изделия и имеет регистрационное удостоверение 
№РЗН 2018/7198 от 23 мая 2018 года.

1 2% раствор теллурита калия и желточная эмульсия (в комплект поставки не входят).

Основа агара Фогель–Джонсона сухая

С 2018 года ФБУН ГНЦ ПМБ начал выпуск питательной среды, предназначенной для проведения бактериологического 
исследования клинического материала, предположительно инфицированного стафилококками, с целью выделения возбуди-
теля стафилококковой инфекции и идентификации его принадлежности к патогенным маннитположительным стафилокок-
кам, сухой (Основа агара Фогель–Джонсона).

Основа агара Фогель–Джонсона с внесенным 2% раствором теллурита калия (в комплект поставки не входит) обеспечи-
вает питательные потребности для селективного роста стафилококков, в том числе маннитположительных. 

Хлорид лития и теллурит калия подавляют рост большинства сопутствующих микроорганизмов. Все стафилококки харак-
теризуются наличием фермента – теллуритредуктазы, поэтому образуют колонии черного цвета в связи с восстановлением 
теллурита калия до теллура. Маннит служит дифференцирующим агентом. Способность стафилококков к ферментации 
маннита является важным показателем их патогенности.

Питательная среда зарегистрирована в качестве медицинского изделия и имеет регистрационное удостоверение  
№РЗН 2018/7191 от 23 мая 2018 года.
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Правила оформления статей  
(основные положения)

Журнал «Бактериология» публикуется на русском языке 
(резюме статей и ключевые слова – на русском и английском 
языках), распространяется на бумажном носителе и публику-
ется в электронной форме. 

К публикации принимаются экспериментальные и обзор-
ные статьи, а также короткие сообщения по прикладным и 
фундаментальным вопросам медицинской, ветеринарной и 
сельскохозяйственной бактериологии. Статьи принимаются 
без ограничения объема от граждан любой страны на русском 
языке. По согласованию с редакцией допускается публикация 
рекламных материалов, соответствующих тематике журнала.

Публикации, созданные в порядке выполнения служебного 
задания, должны иметь направление от учреждения, в кото-
ром выполнена работа. В направлении следует указать, что 
представленный материал ранее не был нигде опубликован и 
не находится на рассмотрении для публикации в других из-
даниях (включая зарубежные). 

К публикации прилагается экспертное заключение органи-
зации об отсутствии ограничений для открытой публикации 
представленных материалов.

Материалы для публикации, включая сопровождающие 
доку менты, направляются в редакцию в электронной форме 
по адресу: info@obolensk.org или bacteriology@obolensk.org. 
В теме сообщения следует указать «Бактериология».

Требования к оформлению статьи.

Экспериментальная статья должна состоять из разделов: 
введение, материалы и методы, результаты и обсуждение, 
список литературы. 

Рукопись должна быть подготовлена в текстовом редакто-
ре MS Word, шрифт – Times New Roman, размер – 14, меж-
строчный интервал – 1,5, поля – 2 см. Статья должна вклю-
чать резюме и ключевые слова на русском и английском 
языках. Нумерация всех страниц рукописи сквозная.

Краткие сообщения представляются без таблиц и рисунков. 

Статья должна быть подписана всеми авторами, включая 
иностранных.

К статье следует приложить сведения об авторах на рус-
ском и английском языках с указанием адреса, контактных 
телефонов (служебного и мобильного), факса и электронной 
почты с указанием автора, ответственного за переписку с ре-
дакцией.
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Текст статьи, включая резюме, список литературы, подпи-
си к рисункам и таблицы, должны быть оформлены одним 
файлом, а каждый рисунок – отдельным файлом.

РЕЗЮМЕ статьи должно быть представлено на русском и 
английском языках, отражать основные полученные результа-
ты и содержать не более 250 слов.

КЛЮЧЕВЫХ СЛОВ (словосочетаний) должно быть не более 
10, на русском и английском языках.

Во ВВЕДЕНИИ (без заголовка) следует изложить мотива-
цию написания данной работы и отдельным абзацем обозна-
чить цель исследования. Дополнительно на английском языке.

Раздел МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ дол-
жен содержать сведения об объекте исследования (включая 
источник получения, название коллекции) и краткое описание 
использованных методик, позволяющее их воспроизвести 
(на ранее опубликованные и общеизвестные методы дается 
ссылка); для приборов и реактивов указываются название 
фирмы на языке оригинала в кавычках и страны в скобках.

Следует использовать общепринятые современные сокра-
щения мер, физических, химических и математических вели-
чин, терминов и т.д. Единицы измерения должны даваться 
в единицах СИ (Система Интернациональная). Обозначения 
мутантных и рекомбинантных форм микроорганизмов следу-
ет приводить в соответствии с международными правилами. 
Для трехбуквенного обозначения генов бактерий используют-
ся строчные буквы (курсив).

Рисунки и таблицы размещаются в тексте статьи в соот-
ветствии с пожеланиями авторов. Кроме того, черно-белые и 
цветные рисунки (в формате *.jpg) прилагаются к статье в виде 
отдельных файлов (ris1.jpg, ris2.jpg и т.д.)

Сведения о финансовой поддержке работы приводятся в кон-
це текста статьи перед списком литературы.

В СПИСКЕ ЛИТЕРАТУРЫ указываются авторы, название 
статьи, название журнала или сборника, год, номер, страни-
цы. Для названия журналов используются общепринятые со-
кращения (http://www.nlm.nih.gov/).

В случае невыполнения настоящих правил оформления 
статья не принимается и отсылается авторам на доработку.

Редакция оставляет за собой право редактировать статьи 
по согласованию с автором.

Присланные в редакцию статьи проходят процедуру рецен-
зирования. В случае отклонения статьи редакция направляет 
автору мотивированный отказ.

Публикация – бесплатная.
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