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Средства специфической профилактики 
опасных бактериальных инфекций 
и разработка новых вакцин

К оммерческие вакцины для создания им-
мунитета у людей против таких инфекций, 

как чума, сибирская язва, туляремия и бруцел-
лез, созданы несколько десятилетий назад и 
выпускаются в основном по устаревшим техно-
логиям. Для заболеваний, вызванных шигаток-
синпродуцирующими эшерихиями, зарегистри-
рованных вакцин в мире нет. Живые вакцины 
против бактериальных инфекций в мире, кроме 
России и некоторых стран СНГ, практически ни-
кто не использует в силу их высокой реактоген-
ности и опасности реверсии (как считают неко-
торые западные ученые) в вирулентное состоя-
ние. Вакцины против бактерий I–II групп патогенности (по национальной классификации) сыграли 
большую роль в профилактике этих инфекций в разные периоды жизни страны, обеспечив суще-
ственное снижение заболеваемости и смертности населения. 

Эпидемиологическая обстановка в мире и России по этим инфекциям остается напряженной. 
Так, проявления чумы регистрировались в 2014, 2015, 2016 гг. по одному случаю заболеваний 
человека в Горном Алтае. Всего в России 11 природных очагов, включая трансграничные со стра-
нами Средней Азии, Монголией и Китаем, где циркулируют наиболее опасные штаммы этого 
возбудителя. Продолжается интенсивная вспышка чумы на Мадагаскаре. В России регистрирует-
ся от 10 до 25 случаев заболеваний человека в год сибирской язвой, в 2016 г. наблюдался мас-
совый падеж оленей в Ямало-Ненецком АО и заболевания людей. Существуют спорадические 
случаи заражения людей туляремией в многочисленных природных очагах; в 2013 г. заре
гистрирована вспышка в Ханты-Мансийске – более 2500 заболевших. В России наблюдается 
более 400 случаев выявления заболеваний бруцеллезом у людей в южных регионах европейской 
и азиатской части страны в год. Вспышки эшерихиозов со смертельными исходами, вызванные 
штаммом Е. соli О104:Н4 наблюдались в Грузии в 2009 г. и в Германии в 2011 г. В 2018 г., под-
ростки из России, побывавшие в Грузии, заболели кишечной инфекцией, вызванной сходным 
штаммом с развитием гемолитико-уремического синдрома. Постоянно регистрируются заболева-
ния людей, вызванные штаммом Е. соli О157:Н7 и другими серовариантами, несущими шигаток-
сины первого и второго типов.

Кроме природных источников заражения данными возбудителями, следует учитывать, что эти 
патогены являются потенциальными элементами бактериологического оружия или инструментами 
биотерроризма. Выявляемые современные штаммы несут различные гены устойчивости к анти-
бактериальным препаратам, что делает их особенно опасными в отношении эффективности лече-
ния. Одним из направлений борьбы с антибиотикорезистентностью бактерий является специфиче-
ская иммунопрофилактика с использованием живых или рекомбинантных химических вакцин.

Наиболее эффективная, используемая в России вакцина чумная живая сухая (Vaccinum pes­
tosum vivum siccum) выпускается по устаревшим технологиям, а производственные линии нужда-
ются в существенной реконструкции. В США ранее выпускалась вакцина USP из вирулентного 
штамма195/Р, убитого формальдегидом, но она была малоэффективной. В военной лаборатории 
Портон Даун (Англия) разрабатывается субъединичная вакцина из рекомбинантных антигенов 
Y. pestis – F1 и LcrV. В Форт Детрике (США) проводят испытания слитного белка F1-LcrV (F1-LcrV 
fusion protein). В 2018 г. в ГНЦ ПМБ разработана, запатентована и зарегистрирована субъединич-
ная микроинкапсулированная вакцина на основе рекомбинантных V-антигена и капсульного анти-
гена, которая может быть использована для ревакцинации у лиц с известным уровнем напряжен-
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ности противочумного иммунитета. Однако по-
вышение эффективности и безопасности чум-
ных вакцин остается актуальной задачей, кото-
рая может быть решена в ближайшее время на 
основе использования новых сведений о струк-
туре и патогенезе возбудителя с использовани-
ем генноинженерных подходов.

Живые туляремийные вакцины созданы на 
основе штаммов F. tularensis 15 НИИЭГ – в Рос
сии и F. tularensis LVS – за рубежом. Технология 

коммерческой вакцины туляремийной живой давно нуждается в коренном пересмотре и создании 
современного производства. Генетические методы направленной модификации генома F. tularensis, 
созданные в ГНЦ ПМБ, открыли новые возможности для создания более совершенных вакцин. 
В России и зарубежных странах создана целая серия потенциальных вакцинных штаммов, которые 
показали хорошие результаты на экспериментальных моделях. В ГНЦ ПМБ создан новый кандидат-
ный в вакцинные штамм, лишенный гена recA, одной копии гена iglC и содержащий модифициро-
ванный ген sodB с пониженной трансляционной активностью, что открывает перспективы для по-
лучения более безопасной и эффективной живой вакцины. В ГНЦ ПМБ созданы все молекулярно-
генетические инструменты для редактирования генома туляремийного микроба с целью создания 
новых живых и субъединичных вакцин нового поколения.

Сибиреязвенные вакцины в настоящее время чрезвычайно востребованы из-за постоянного 
проявления данного заболевания у людей и животных. В России используется живая вакцина 
СТИ-1, а также зарегистрирована вакцина СТИ-1 с добавлением протективного антигена. Необ
ходимо создать современную технологию для выпуска данной вакцины и внедрения ее рекомби-
нантного варианта. В России, в РосНИПЧИ «Микроб», разработаны прототипы эффективной 
вакцины на основе рекомбинантного протективного антигена возбудителя и белка ЕА1, получен-
ные из аспорогенного рекомбинантного продуцента и очищенные с использованием двухэтапной 
хроматографии. Работы в этом перспективном направлении могут привести к созданию отече-
ственной рекомбинантной вакцины для ревакцинации людей и первичной иммунизации против 
сибирской язвы.

Для иммунопрофилактики бруцеллеза у людей, с целью защиты от заражения бруцеллами 
козье-овечьего вида (Brucella melitensis), в России используется живая вакцина на основе штам-
ма B. abortus 19BA. Вакцина обладает множеством побочных эффектов, не позволяющих считать 
ее соответствующей современным требованиям. Разработки новых бруцеллезных вакцин в мире 
ведутся с малой интенсивностью, хотя уже получены рекомбинантные иммунодоминантные анти-
гены, которые могут быть использованы как компоненты новых субъединичных химических вак-
цин. В Китае для создания новых вакцин используются наиболее иммуногенные белки Omp31 и 
Omp22, играющие также роль в вирулентности, и их предшественники, в частности, регулятор-
ный железосодержащий белок FrpB. Создан полимерный антиген BLSOmp31, на основе которого 
разработана кандидатная вакцина BLSOMP31-АХ. Разработаны новые живые вакцины на основе 
рекомбинантного штамма В. melitensis M5-90 manB мутант (M5-90ΔmanB), который во многом 
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устраняет отрицательные эффекты существующих вакцин. Также разрабатывается вакцина на 
основе В. abortus 2308ΔNodVΔNodW с нокаутными генами на основе вирулентного штамма 
B. abortus 2308 (S2308).

Предпринимаются попытки разработки эффективных ДНК-вакцин на основе генов протектив-
ных антигенов. Однако это перспективное направление пока сдерживается из-за нерешенных во-
просов безопасности их применения, особенно в отдаленный период после применения.

В мире предпринимались многочисленные попытки разработки эффективных эшерихиозных 
вакцин, которые до настоящего времени не показали хороших результатов. Значимость эшери-
хиозов в инфекционной патологии будет с каждым годом нарастать, учитывая, что кишечная 
палочка является постоянным обитателем кишечника человека и горизонтальная передача фак-
торов вирулентности между различными серовариантами весьма вероятна. В ГНЦ ПМБ, со-
вместно с профильным производителем вакцин для кишечных инфекций – ООО «Гритвак», раз-
работан прототип конъюгированной полисахаридной вакцины в сочетании с рекомбинантными 
иммунодоминантными антигенами для профилактики шигатоксинпродуцирующих эшерихиозов, 
вызванных штаммами E. coli О157:Н7 и О104:Н4, показавшими в модельных экспериментах на 
животных достаточно высокую эффективность. Внутрибрюшинная иммунизация мышей моно- и 
комбинированными неэндотоксичными препаратами ЛПС из этих штаммов индуцирует образо-
вание высоких титров специфических IgG и эффективную защиту от внутрибрюшинного зараже-
ния смертельными дозами гомологичных штаммов. Наибольший протективный эффект наблю-
дался при применении комбинированного препарата – модифицированного ЛПС из E. сoli 
O157:H7 и 104:H4.

Учитывая большие потоки миграции населения, наличие природных очагов инфекций, появле-
ние штаммов с высокой лекарственной устойчивостью и повышенной вирулентностью, разработки 
в области создания и организации производства вакцин на современном уровне против наиболее 
опасных и высококонтагиозных бактериальных патогенов являются одной из наиболее приоритет-
ных задач медицинской микробиологии. 

И.А.Дятлов
Директор ФБУН «Государственный научный центр

прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора,  
академик РАН, доктор медицинских наук, профессор
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В лабораторных исследованиях изучена эффективность биоремедиации дерново-подзолистой почвы, загрязненной 
дизельным топливом, микрокапсулированными и некапсулированными углеводородокисляющими микроорганизмами-
деструкторами.
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Н ефть и нефтепродукты являются ключевыми загрязни-
телями биосферы, одним из важнейших компонентов 

которой является почва [1, 2]. При этом резко снижаются 
плодородие почв и качество получаемой продукции [3, 4]. 
Загрязненная углеводородами нефти почва оказывает 
существенное влияние на здоровье населения и имеет 
гигиеническое значение [5], так как формирует химический 
состав потребляемых человеком продуктов питания живот-
ного и растительного происхождения, а также питьевой 
воды. В аграрном секторе особая роль принадлежит дизель-
ному топливу, которое чаще всего применяется в сельскохо-
зяйственной технике. 

В естественных условиях нефтепродукты подвергаются 
деструкции аборигенной микрофлорой почвы. При этом про-
цесс самовосстановления почв, загрязненных углеводоро-
дами нефти, является очень длительным и может продол-
жаться более 25 лет [6]. 

В настоящее время для интенсификации процесса очистки 
почвы от загрязнения углеводородами широко используют 
биологические методы биоремедиации (или биологической 
очистки), основанные на интродукции в загрязненную почву 
микроорганизмов-деструкторов [7, 8]. В то же время сами 
интродуцируемые микроорганизмы нуждаются в защите от не
благоприятных внешних условий. Иммобилизация микроор-
ганизмов повышает их толерантность к неблагоприятным 
условиям [9]. Практическое применение находит в настоящее 
время микрокапсулирование, основанное на иммобилизации 
микроорганизмов-деструкторов путем адсорбции на микро-
капсулах – альтернативный вариант включения в гель [10].

Цель работы – изучение эффективности биоремедиации 
дерново-подзолистой почвы, загрязненной дизельным то-
пливом, иммобилизованными на микрокапсулах из полимо-
чевины микроорганизмами-деструкторами.

Материалы и методы

Исследования проводили на базе Научно-исследова
тельского центра токсикологии и гигиенической регламен
тации биопрепаратов – филиала ФГБУ «ГНЦ Институт имму-
нологии» ФМБА России (Московская область, Серпуховский 
район, п. Большевик).

Для проведения лабораторных исследований по изучению 
биодеградации дизельного топлива из коллекции нефте
окисляющих микроорганизмов НИЦ ТБП были подобраны 
2 штамма бактерий (Rhodococcus sp. шт. N1 и Pseudomonas 
sp. шт. N2), обладающих рядом полезных свойств (высокая 
углеводородокисляющая активность, нетоксичность, непа-
тогенность). 

Оценку безопасности штаммов проводили на базе вивар-
ного комплекса на лабораторных линиях беспородных белых 
мышей и крыс по общепринятым методикам. Изучение пато-
генных свойств выделенных штаммов было осуществлено 
в  соответствии с международными требованиями по 4 по-
казателям. По показателям вирулентности, диссеминации, 
токсичности и токсигенности отобранные штаммы не пато-
генны для теплокровных животных и могут быть отнесены 
к 4-му классу опасности. Следовательно, эти штаммы при-
годны для использования в процессах биоремедиации без 
ограничений. 

Исследование количественных показателей процесса 
биодеструкции углеводородов под действием микрокапсу-
лированных штаммов Rhodococcus sp. шт. N1 и Pseudomo­
nas sp. шт. N2 проводили в почвенных микрокосмах посред-
ством моделирования условий загрязнения дерново-
подзолистой почвы дизельным топливом [11].

Для приготовления модельных почвенных систем исполь-
зовали дерново-подзолистую почву Серпуховского района 
Московской области. Для эксперимента использовали сме-
шанные образцы почвы, отобранные из пахотного горизонта 
0–20 см. Образцы почв массой 1500 г, просеянные через 
сито 3 мм (для максимального сохранения их природной 
структуры), помещали в герметически закрытые пластико-
вые цилиндры. Опыт в контейнерах позволил исключить 
поверхностную миграцию загрязнителей, дал возможность 
точно рассчитать дозу дизтоплива на определенную массу 
почвы.

Начальную влажность почвы доводили до 60% путем 
увлажнения водой. Дизтопливо вносили в количестве 1% 
от абсолютно сухой почвы. Полученную массу перемешива
ли до однородности. Эксперимент вели в контейнерах при 
температуре 20–24°С в течение 30 сут. Образцы почвы для 
исследований отбирали в начале опыта, через 14 и 30 сут. 
Определение всех параметров проводили в 3–5-кратной 
повторности.

Схема лабораторного эксперимента:
1.	 Почва + дизтопливо + Rhodococcus sp. шт. N1;
2.	 Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микро-

организмы Rhodococcus sp. шт. N1;
3.	 Почва + дизтопливо + Pseudomonas sp. шт. N2;
4.	 Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микро-

организмы Pseudomonas sp. шт. N2;
5.	 Почва + дизтопливо (контроль);
6.	 Чистая почва (контроль).
Культивирование микроорганизмов-деструкторов для 

лабораторных экспериментов проводили в жидкой питатель-
ной среде, используя «Питательный бульон для культивиро-
вания микроорганизмов сухой (ГРМ-бульон)» ТУ 9398-021-
78095326-2006, изготовленной ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск. 
Выращивание микроорганизмов проводили на термостати-
руемой качалке до выхода культур Rhodococcus sp. шт. N1 
и  Pseudomonas sp. шт. N2 на стационарную фазу роста 
через 48 и 24 ч соответственно, при температуре 28°С 
и  180  об./мин. Конечная концентрация – 1,0 × 109 КОЕ/мл 
питательной среды. Используя стандарт мутности, суспен-
зию бактерий разводили фосфатным буфером. 

Для иммобилизации микроорганизмов-деструкторов 
использовали пористые полимочевинные микрокапсулы 
производства ЗАО «ПироХимика». Размер диаметра микро-
капсул составлял 43–60 мкм. Методом оптической световой 
микроскопии было установлено, что при иммобилизации 
бактериальные клетки локализуются на внутренних и внеш-
них поверхностях микрокапсул. Микрокапсулирование 
микробных клеток проводили путем смешивания и бактери-
альной суспензии с концентрацией 1,0 × 107 КОЕ/мл в сба-
лансированном растворе минеральных солей (2,5 масс.% 
микрокапсул и 97,5 масс.%), в течение 20 минут непосред-
ственно перед внесением в почву методом полива. Концен
трация и объем вносимых микрокапсулированных и чистых 
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бактериальных суспензий были рассчитаны так, чтобы 
конечная концентрация микроорганизмов была 1,0 × 107 
клеток на 1 г абсолютно сухой почвы.

Нефтепродукты из почвы экстрагировали четыреххлори-
стым углеродом, хроматографически отделяли сопутствую-
щие органические соединения других классов и количест
венно определяли нефтепродукты по интенсивности погло-
щения в ИК-области спектра на концентратомере КН-2М 
(«Сибэкоприбор», г. Новосибирск) согласно методике ПНДФ 
16.1:2.2.22–98 [12].

В ходе эксперимента изучали динамику размножения 
микроорганизмов-деструкторов в загрязненной почве (при 
внесении в обычном и микрокапсулированном виде), кон-
центрацию сапрофитной микрофлоры, биологическую 
активность почвы (целлюлозолитическую, гидролазную, 
дегидрогеназную и дыхательную активность), интегральную 
токсичность.

Численность микроорганизмов-деструкторов в почве 
определяли путем высева десятикратных разведений по-
чвенной суспензии на чашки Петри с агаризованной пита-
тельной средой из гидролизата рыбной муки (ГРМ-агар) и 
маркерами, характерными для каждого штамма. Чашки 
Петри экспонировали в термостате при температуре 28°С 
в  течение 4 сут до появления четко различимых колоний 
микробной культуры. 

Численность сапрофитных микроорганизмов в почве 
определяли путем высева десятикратных разведений по-
чвенной суспензии на чашки Петри с агаризованной пита-
тельной средой из гидролизата рыбной муки. Посевы инку-
бировали при 26°С. Учет выросших на агаровой питательной 
среде колоний проводили на 5–6-е сутки после посева. 
Численность сапрофитных микроорганизмов выражали 
в тысячах на 1 г абсолютно сухой почвы.

Интегральную (суммарную) токсичность водных вытяжек 
из почвы оценивали на лабораторной культуре Daphnia 
magna Straus, культивируемой в НИЦ ТБП. Биотестирование 
проводили в соответствии с ФР.1.39.2007.03222 [13]. Метод 
основан на определении изменений выживаемости даф-
ний  при воздействии токсических веществ, содержащихся 
в  тестируемой воде, по сравнению с контролем. Критери
ем  токсичности является достоверное отличие от контроля 
выживаемости дафний. При гибели 50% и более дафний 
водная вытяжка считается токсичной. Биотестирование про-
водили в климатостате, в помещении, не содержащем ток-
сических паров или газов, при оптимальных температурном 
и световом режимах. Результаты биотестирования считали 
правильными, если гибель дафний в контроле не превыша-
ла 10% за весь период наблюдений.

При определении дегидрогеназной активности почвы 
в  качестве субстрата использовали бесцветный 2,3,5-три
фенилтетразолий хлористый (ТТХ), который в анаэробных 
условиях в присутствии дегидрогеназы, акцептируя моби
лизованный дегидрогеназой водород, превращается 
в 2,3,5-трифенилформазан (ТФФ), имеющий красную окра-
ску. Интенсивность окраски определяли фотоколориметри-
чески [14]. Активность дегидрогеназы рассчитывали в мил-
лиграммах ТФФ на 10 г почвы за сутки. 

Гидролазную активность почвы определяли по реакции 
гидролиза флуоресцеина диацетата (ФДА) [15]. Навески 

почвы по 1 г помещали в пробирки, приливали по 0,1 мл рас-
твора ФДА в ацетоне (2 г/л) и 10 мл 0,1 М калий-фосфатного 
буфера (рН 7,6). Время инкубации – 1 ч при 30°С. Оптическую 
плотность растворов определяли после центрифугирования 
(2000 об./мин., 3 мин.) колориметрированием при длине 
волны 490 нм. Показания прибора пересчитывали по кали-
бровочной кривой в мкг ФДА × г–1 × ч–1. 

Для определения целлюлозоразлагающей способности 
почвы применяли аппликационный метод [16]: целлюлозный 
материал (фильтровальную бумагу), заложенный в почву 
в полистироловой сети, выдерживали в ней в течение 30 сут. 
По разнице в массе (в %) фильтровальной бумаги до и после 
инкубации образцов судили об интенсивности целлюлозо-
разлагающей активности почвы. 

Эмиссия СО2 почвой является одним из наиболее важных 
показателей ее биологической активности [17]. Определение 
скорости базального дыхания (БД) проводили в пеницилли-
новых флаконах, куда помещали по 2 г почвы и инкубиро
вали при 25°С в течение 2 ч, а затем проветривали 30 мин. 
Во флаконы добавляли 0,4 мл воды, герметично закрывали 
и инкубировали при 25°С. Продолжительность инкубации – 
24 ч. Концентрацию СО2 определяли газохроматографи
ческим методом. 

Для определения субстрат-индуцированного дыхания 
(СИД) во флаконы помещали навеску почвы (2 г) и инкуби-
ровали в течение 2 ч при 25°С. После проветривания в тече-
ние 30 мин при комнатной температуре во флаконы добав-
ляли по 4,0% раствор глюкозы (10 мг/г почвы) и инкубирова-
ли при 25°С в течение 3 ч. Концентрацию СО2 определяли 
на газовом хроматографе. Скорость дыхания VСИД выражали 
в мкг СО2 – С/г сухой почвы в час. Содержание углерода 
микробной биомассы (Cмик) рассчитывали по величине суб
страт-индуцированного дыхания по формуле: Cмик (мкг/г) = 
= VСИД (мкл СО2/г час) × 40,04 + 0,37. 

Определение всех параметров проводили не менее чем 
в  пятикратной повторности. Статистическую обработку 
результатов экспериментов проводили с использованием 
пакетов прикладных программ Excel 16.0 и Statistica 10.0. 

При сравнении средних величин использовали критерий 
Стьюдента и критерий Уилкоксона (Манна-Уитни). Для оцен-
ки соответствия имеющихся экспериментальных данных 
нормальному закону распределения применяли критерий 
Колмогорова-Смирнова. Критерий Стьюдента (t-критерий) 
применяли для сравнения друг с другом двух независимых 
выборок, взятых из нормально распределяющихся совокуп-
ностей. При несоответствии распределения нормальному 
закону использовали непараметрический критерий Манна-
Уитни программы STATISTICA 10.0. Экспериментальные 
данные представляли в виде средних арифметических вели-
чин и их доверительных интервалов, рассчитанных с вероят-
ностью 95%.

Результаты и обсуждение

Результаты химико-аналитического определения содер-
жания дизельного топлива в почве в вариантах опыта и по-
казатели эффективности биодеструкции (доля разложивше-
гося нефтепродукта от его исходного содержания в почве, 
в %) представлены в таблице 1. 



Оценка эффективности биоремедиации почвы, загрязненной дизельным топливом

11

По всем вариантам опыта в процессе биоремедиации на-
блюдается уменьшение содержания нефтепродукта. В кон-
трольном варианте в ходе опыта наблюдалось естественное 
снижение содержание углеводородов (6% в течение 30 дней), 
что можно объяснить деятельностью почвенного микробного 
сообщества. В вариантах с интродуцированными бактерия
ми-деструкторами снижение содержания нефтепродукта 
выражено сильнее. При внесении в почву микрокапсулиро-
ванных и свободных клеток бактерий Pseudomonas sp. 
шт.  N2 интенсивность деградации дизтоплива превышала 
таковую по отношению к контролю в 15,3 и 11,3 раза соот-
ветственно. При внесении в почву микрокапсулированных 
клеток Rhodococcus sp. шт. N1 деградация дизтоплива была 
больше, чем в контроле, в 13,5 раза, а в случае применения 
чистой суспензии клеток – в 9,8 раза. 

Результаты исследований показали (рис. 1, 2), что микро
капсулированные микроорганизмы при внесении в почву 

активнее размножаются в 1,5–2 раза, чем некапсули
рованные, разлагают нефтепродукты до допустимых зна-
чений. 

В связи с тем, что концентрация загрязнителя в почве 
в  результате деятельности микроорганизмов-деструкторов 
значительно снижается, происходит размножение сапрофит-
ной микрофлоры (табл. 2). Судя по числу выросших колоний, 
наибольшая численность микроорганизмов в каждом вари-
анте эксперимента обнаружена на 14-е сутки культивирова-
ния. Последующее уменьшение числа выросших колоний, 
вероятно, связано с истощением питания и накоплением 
продуктов метаболизма.

Наряду с ускорением деструкции дизельного топлива 
в почве микробная биоремедиация способствовала и сниже-
нию токсичности. Биотестирование на дафниях показало, 
что интегральная токсичность почвы в течение биоремедиа-
ции постепенно снижается. При этом почва, обработанная 

Таблица 1. Оценка результатов эффективности биодеструкции дизельного топлива

Вариант опыта Концентрация углеводородов дизтоплива, г/кг почвы Эффективность 
биодеструкции, %начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 

10,0 ± 0,4

8,4 ± 0,4* 4,1 ± 0,2* 59,0 ± 2,8*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N1 5,2 ± 0,3* 1,9 ± 0,1* 81,0 ± 3,9*

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 7,6 ± 0,4* 3,2 ± 0,2* 68,0 ± 3,2*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N2 4,3 ± 0,2* 0,8 ± 0,1* 92,0 ± 4,5*

Почва + дизтопливо (контроль) 9,7 ± 0,5* 9,4 ± 0,4* 6,0 ± 0,4*

*p < 0,05 – в сравнении с контрольной группой.

Таблица 2. Динамика численности сапрофитной микрофлоры в ходе процесса биоремедиации почвы, загрязненной дизтопли-
вом, КОЕ/г почвы

Варианты опыта Численность сапрофитной микрофлоры M ± n, КОЕ/г почвы
начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + диз. топливо + шт. N1 (3,3 ± 0,46) × 106 (7,5 ± 0,64) × 107 (4,1 ± 0,53) × 107

Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1 (4,1 ± 0,85) × 106 (9,3 ± 0,23) × 107 (9,5 ± 0,38) × 107

Почва + дизтопливо + шт. N2 (2,9 ± 0,51) × 106 (4,5 ± 0,81) × 107 (3,3 ± 0,24) × 107

Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2 (3,5 ± 0,46) × 106 (4,6 ± 0,75) × 107 (4,3 ± 0,64) × 107

Почва + дизтопливо (контроль) (4,1 ± 0,83) × 106 (8,7 ± 0,75) × 107 (5,9 ± 0,85) × 107

Чистая почва (контроль) (3,3 ± 0,75) × 106 (1,3 ± 0,48) × 107 (2,5 ± 0,34) × 107

М – среднее пяти измерений; n – доверительный интервал, рассчитан с вероятностью 95%.

Почва + дизтопливо + шт. N1
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1
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Рис. 1. Динамика численности интродуцированных в почву 
микроорганизмов-деструкторов Rhodococcus sp. шт. N1.

Почва + дизтопливо + шт. N2
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2
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Рис. 2. Динамика численности интродуцированных в почву 
микроорганизмов-деструкторов Pseudomonas sp. шт. N2.
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микроорганизмами-деструкторами, к 30-м суткам становит-
ся нетоксичной (табл. 3).

Объективным показателем, позволяющим оперативно 
оценить биологическое состояние и токсичность почвы при 
разных уровнях содержания в ней нефтяных загрязнений, 
является активность почвенного микробиоценоза.

Проведена серия экспериментов по изучению влияния 
внесения микроорганизмов-деструкторов на активность 
ряда ферментов дерново-подзолистой почвы.

Результаты оценки дегидрогеназной активности почвы, 
загрязненной дизтопливом, в ходе биоремедиации микро
организмами-деструкторами Rhodococcus sp. шт. N1, Pseu­
domonas sp. шт. N2 представлены на рис. 3, 4.

После внесения дизельного топлива в чистую почву (кон-
троль) в лабораторном исследовании дегидрогеназная актив
ность снизилась с 41,8 до 14,1 мг ТФФ/10 г почвы × 24 ч–1. 

Спустя 30 сут этот показатель в варианте без внесения 
микроорганизмов-деструкторов увеличился в 1,5 раза, в то 
время как присутствие микрокапсулированных микроор
ганизмов-деструкторов в почве увеличило дегидрогеназную 
активность в 2,5–2,7 раза, а в опытах со свободными микро-
организмами – в 2,1–2,2 раза.

Гидролазы, участвуя в реакциях гидролитического распа-
да высокомолекулярных соединений почвы, играют важную 
роль в снабжении микроорганизмов легкоусвояемыми про-
дуктами гидролиза. 

При оценке гидролазной активности почвы в процессе 
микробной биоремедиации были получены следующие ре-
зультаты (рис. 5, 6). 

Загрязнение почвы дизельным топливом по отношению 
к чистой контрольной почве снизило ее гидролазную актив-
ность. Общая активность гидролаз, оцененная методом 

Таблица 3. Интегральная токсичность почвы при обработке микроорганизмами-деструкторами

Вариант опыта Количество выживших дафний  
из 30 шт.

Гибель дафний 
к контролю, в %

Оказывает (не оказывает) 
острое токсическое 

действиев контроле в опыте
В день внесения микроорганизмов

Чистая почва (контроль) 30 30 0 не оказывает
Почва + дизтопливо 1% 30 0 100 оказывает

На 14-е сутки
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 30 12 60 оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1 30 15 50 оказывает
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 30 11 63 оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2 30 14 53 оказывает
Почва + дизтопливо (контроль) 5 83 оказывает
Почва чистая (контроль) 30 30 0 не оказывает

На 30-е сутки
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 30 16 47 не оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N1 30 19 37 не оказывает
Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 30 15 50 оказывает
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные микроорганизмы шт. N2 30 21 30 не оказывает
Почва + дизтопливо (контроль) 30 9 70 оказывает
Почва чистая (контроль) 30 30 0 не оказывает
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Рис. 3. Дегидрогеназная активность почвы, загрязненной дизто-
пливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкто
рами Rhodococcus sp. шт. N1.
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Рис. 4. Дегидрогеназная активность почвы, загрязненной дизто-
пливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкто
рами Pseudomonas sp. шт. N2.
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гидролиза ФДА, после внесения в чистую почву дизтопли-
ва  снизилась с 37,8 ± 0,9 до 9,6 ± 1,2 мг ФДА × г–1 × ч–1. 
После 30 сут очистки почвы этот показатель в варианте 
без  внесения микроорганизмов-деструкторов увеличился 
в 1,3 раза, в то время как присутствие микрокапсулирован-
ных и свободных микроорганизмов-деструкторов в почве 
увеличило гидролазную активность в 3,9–4,1 и 3,1 раза 
соответственно. 

Загрязнение чистой почвы дизельным топливом приво-
дит также к снижению ее целлюлозоразлагающей актив
ности (рис. 7, 8). 

Спустя 30 сут проведение биоремедиационных мероприя-
тий способствовало увеличению целлюлозоразлагающей 
активности почвы. При этом в вариантах с внесением микро-
капсулированных бактерий-деструкторов интенсивность 
разложения целлюлозы (50%) соответствовала уровню чис
той почвы.

Интенсивность дыхания почвы является одним из основ
ных показателей, определяющих биологическую актив-
ность почвы. Под дыханием почвы понимают интенсив-
ность эмиссии углекислого газа из почвы, которая опреде-
ляется скоростью процессов биодеструкции органическо-
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Рис. 5. Гидролазная активность почвы, загрязненной дизтопли-
вом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкторами 
Rhodococcus sp. шт. N1.
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Рис. 6. Гидролазная активность почвы, загрязненной дизтопли-
вом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-деструкторами 
Pseudomonas sp. шт. N2.
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Рис. 7. Интенсивность разложения целлюлозы в почве, загряз-
ненной дизтопливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-
деструкторами Rhodococcus sp. шт. N1.
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Рис. 8. Интенсивность разложения целлюлозы в почве, загряз-
ненной дизтопливом, в ходе биоремедиации микроорганизмами-
деструкторами Pseudomonas sp. шт. N2.
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го вещества. В  процессе лабораторных исследований 
было установлено, что при загрязнении дизельным топли-
вом (10 г/кг) достоверно снижается интенсивность почвен-
ного дыхания с 5,37 ± ±  0,10 до 3,03 ± 0,09 мкг СО2 – 
С/г почвы в час. 

В процессе микробной биоремедиации базальное дыха-
ние спустя 30 сут достоверно увеличилось только в вари
антах с интродукцией микрокапсулированных бактерий-
деструкторов в 1,2–1,4 раза. Убыль углеводородов в вариан-
тах почвы способствовала интенсификации субстрат-
индуцированной активности микрокапсулированными и 
свободными микроорганизмами-деструкторами в 2,6–2,8 и 
2,1–2,2 раза соответственно по сравнению с началом экс-
перимента (табл. 4).

Коэффициент дыхательной активности микроорганизмов 
QR – важный индикатор состояния и развития микробного 
сообщества почвы. Согласно литературным данным [18], 
величина QR почв естественных биоценозов при оптималь-
ных условиях варьирует в пределах 0,1–0,2. Величины QR, 
превышающие 0,2–0,3, указывают на неблагоприятные ан-
тропогенные или климатические воздействия. В вариантах 
опыта по микробной биоремедиации, где применялись ми-
крокапсулированные штаммы, а также в контроле (чистая 
почва) значения QR равнялись 0,17, 0,18, 0,17 соответствен-
но (табл. 5).

К числу значимых эколого-физиологических показа
телей, характеризующих микробное сообщество почвы, 
относится содержание углерода микробной биомассы 
Смик. Загрязнение дерново-подзолистой почвы дизельным 
топливом в  начале эксперимента привело к снижению 
содержания микробного углерода в почве (см. табл. 5) 
в 3,0 раза.

Через 30 сут инкубации значения Смик увеличились во всех 
вариантах, содержащих дизельное топливо, причем в наи-

большей степени в опыте с микрокапсулированными 
микроорганизмами-деструкторами – в 2,6–2,8 раза. 

Таким образом, в экспериментах по микробной биореме-
диации почвы, загрязненной дизельным топливом, выявле-
но увеличение численности и биоремедиационного потен-
циала микробного почвенного сообщества. 

Заключение

Внесение в дерново-подзолистую почву дизельного 
топлива негативно повлияло на биологическую активность 
почвы. В начале эксперимента в вариантах почвы с дизто-
пливом, по сравнению с контролем, установлено снижение 
дегидрогеназной активности, активности гидролаз (по реак-
ции гидролиза ФДА), целлюлозоразлагающей активности, 
базального и субстрат-индуцированного дыхания почвы, 
содержания углерода микробной биомассы, а также числен-
ности сапрофитных микроорганизмов.

В ходе микробной биоремедиации рост биологической 
активности, увеличение численности интродуцированных 
бактерий-деструкторов и сапрофитной микрофлоры на 
фоне снижения концентрации углеводородов и интеграль-
ной токсичности загрязненной почвы делает возможным 
успешное проведение биоремедиации. Применение микро-
капсулированных бактерий – деструкторов Pseudomonas sp. 
шт. N2 и Rhodococcus sp. шт. N1 в концентрации 107 КОЕ/г 
почвы для деструкции углеводородов дизельного топлива 
в  1,4 раза эффективнее, чем внесение суспензии микро-
организмов в  той же концентрации. Микрокапсулы из по-
лимочевины способствуют увеличению биологической ак-
тивности и приживаемости бактерий-деструкторов в за-
грязненной почве. 

Таким образом, использование микрокапсулированных 
микроорганизмов-деструкторов способствует повышению 

Таблица 4. Базальное (БД) и субстрат-индуцированное (СИД) дыхание почвы, загрязненной дизтопливом, в ходе микробной био-
ремедиации

Варианты опыта VБД, мкг СО2 – С/г почвы в час VСИД, мкг СО2 – С/г почвы в час
начало опыта 14 сут 30 сут начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 3,42 ± 0,12* 3,59 ± 0,16* 3,76 ± 0,18* 8,96 ± 0,24* 11,38 ± 0,37* 18,98 ± 0,12*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N1 3,36 ± 0,12* 3,41 ± 0,08* 3,98 ± 0,21* 8,95 ± 0,58* 14,75 ± 0,40* 23,58 ± 1,01*

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 3,04 ± 0,11* 3,48 ± 0,09* 3,51 ± 0,13* 8,94 ± 0,21* 11,25 ± 0,44* 19,60 ± 0,29*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N2 3,13 ± 0,08* 3,54 ± 0,11* 4,3 ± 0,16* 8,73 ± 0,43* 15,84 ± 0,65* 24,37 ± 0,18*

Почва + дизтопливо (контроль) 3,03 ± 0,09* 2,39 ± 0,08* 2,60 ± 0,09* 8,91 ± 0,20* 10,41 ± 0,51* 12,97 ± 0,77*
Почва чистая (контроль) 5,37 ± 0,10 4,46 ± 0,17 4,71 ± 0,09 26,91 ± 0,14 27,58 ± 0,72 27,82 ± 1,10

*p < 0,05 – в сравнении с контролем (чистая почва).

Таблица 5. Содержание углерода микробной биомассы (Cмик) и значения коэффициента микробного дыхания почвы (QR), загряз-
ненной дизтопливом, в ходе микробной биоремедиации

Вариант опыта QR, БД/СИД Смик , мкг СО2 – С/г почвы
начало опыта 14 сут 30 сут начало опыта 14 сут 30 сут

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N1 0,38 ± 0,02* 0,31 ± 0,01* 0,20 ± 0,02 359 ± 10* 456 ± 12* 760 ± 5*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N1 0,37 ± 0,02* 0,23 ± 0,01* 0,17 ± 0,01 359 ± 23* 590 ± 16* 944 ± 40*

Почва + дизтопливо + микроорганизмы шт. N2 0,39 ± 0,02* 0,31 ± 0,01* 0,18 ± 0,01 359 ± 8* 470 ± 18* 785 ± 12*
Почва + дизтопливо + микрокапсулированные 
микроорганизмы шт. N2 0,36 ± 0,02* 0,22 ± 0,01* 0,18 ± 0,01 350 ± 17* 634 ± 26* 976 ± 37*

Почва + дизтопливо (контроль) 0,34 ± 0,0*1 0,23 ± 0,02* 0,22 ± 0,02* 357 ± 27* 417 ± 20* 519 ± 31*
Почва чистая (контроль) 0,20 ± 0,01 0,16 ± 0,01 0,17 ± 0,01 1077 ± 29 1104 ± 29 1114 ± 44

*p < 0,05 – в сравнении с контрольной группой.
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эффективности биоремедиации загрязненных почв. Полу
ченные результаты позволяют рекомендовать использовать 
для биоремедиации почв, загрязненных дизельным топли-
вом, микроорганизмы-деструкторы, иммобилизованные на 
микрокапсулах из полимочевины. 
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Новые данные о возбудителе туляремии

Недавно опубликована диссертация, посвященная изучению 
вспышек туляремии в европейских странах. 

Исследованы пространственно-временные аспекты генетиче-
ского разнообразия F. tularensis. В результате анализа однону-
клеотидного полиморфизма (SNPs) 205 геномов F.  tularensis 
установлено, что туляремия распространялась с  востока на за
пад по Европейскому континенту. В период с  1947 по 2012 гг.
темпы  эволюции возбудителя не поддавались определению. 
Однако в очагах свежих вспышек скорость была заметно выше: 
0,4 SNPs/геном/год.

Обнаружена способность возбудителя F. tularensis выживать 
в  физиологическом растворе в течение четырех лет без пита-
тельных веществ.

Представлены данные, дающие новое понимание закономер-
ностей распространения и локальной персистенции туляремии. 
Это важно для интерпретации молекулярно-эпидемиологических 
исследований заболевания. В более широком контексте резуль-
таты демонстрируют, как пространственное рассредоточение и 
влияние микробного семенного банка могут способствовать раз-
нообразию возбудителя болезни. Описана концепция для опреде-
ления источника образцов F. tularensis. 

Francisella tularensis: persistence, dissemination and source attribution:  
a theoretical and computational approach.  

CK Dwibedi. Umeå University, 2019

Н О В О С Т И  Н А У К И



17

Бактериология, 2019, том 4, №1, с. 17–20
Bacteriology, 2019, volume 4, No 1, p. 17–20 

DOI: 10.20953/2500-1027-2019-1-17-20

Микробный пейзаж при гнойно-септических 
заболеваниях и антибиотикорезистентность 
выделенных микроорганизмов
Ю.Н.Захарьевская 

БУЗ УР «Сарапульская городская больница» Министерства здравоохранения Удмуртской Республики, 
Сарапул, Удмуртская Республика

В работе представлены материалы по изучению микробного пейзажа при гнойно-септических заболеваниях. 
Определены основные возбудители, частота их выделения, а также чувствительность выделенных штаммов к анти-
бактериальным препаратам. Делается вывод, что микробиологический мониторинг необходим для определения пре-
обладающей микрофлоры и выявления уровня антибиотикорезистентности с целью проведения адекватной и рацио-
нальной терапии тяжелых больных до получения антибиотикограммы. 
Ключевые слова: �микробиологический мониторинг, антибиотикорезистентность, рациональное лечение,  

микробный пейзаж, гнойно-септические заболевания
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Microbial landscape of festering-septic diseases 
and antibiotic resistance of the selected strains
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The research represents materials of studying microbial landscape of festering-septic diseases. The main pathogens, the 
frequency of their allocation, and also the sensitivity of the selected strains to antibiotics have been determined. It is concluded 
that the microbiological monitoring is necessary to determine the predominant microflora and identification of antibiotic 
resistance in order to condact an adequate and rational therapy of severe patients before receiving an antibiogram.
Keywords: microbiological monitoring, antibiotic resistance, rational therapy, microbial landscape, festering-septic diseases
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П роблема гнойно-септических инфекций остается в со-
временных условиях одной из наиболее острых, при-

обретая все большую эпидемиологическую, экономическую 
и социальную значимость [1–3]. Наряду с этим возрастает 
внимание к проблеме резистентности микроорганизмов к 
антибиотикам, которая становится одним из факторов, при-
водящим к сдерживанию широкого использования антибио-
тиков в медицинской практике [4]. В результате увеличения 
числа антимикробных препаратов расширился спектр 
устойчивости и сформировались множество устойчивых 
штаммов [5]. Всемирная организация здравоохранения 
(ВОЗ) 29 января 2018 г. опубликовала первые данные эпид-
надзора об устойчивости к противомикробным препаратам, 
свидетельствующие о высоком уровне устойчивости к анти-

биотикам ряда серьезных бактериальных инфекций в стра-
нах как с высоким, так и с низким уровнем доходов. 
Согласно данным новой Глобальной системы по надзору за 
устойчивостью к противомикробным препаратам (GLASS) 
ВОЗ, около полумиллиона человек с подозрением на бакте-
риальную инфекцию в 22 странах столкнулись с устойчиво-
стью к антибиотикам. В связи со сложившейся ситуацией 
эксперты ВОЗ призывают все страны создать надежные 
системы эпиднадзора для выявления лекарственной устой-
чивости, данные из которых будут предоставляться в гло-
бальную систему [6]. 

Целью данной работы является изучение общей карти-
ны этиологии гнойно-септических инфекций и антибиотико-
резистентности выделенных возбудителей.
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Материалы и методы 

В ходе работы были использованы данные бактериологи-
ческих исследований биологического материала от паци
ентов БУЗ УР «Сарапульская городская больница» МЗ УР 
за  2016–2018 гг. Отделения гнойной хирургии многопро-
фильных ЛПУ, а также учреждения родовспоможения (объ-
екты с высоким риском формирования, циркуляции госпи-
тальных штаммов) [2, 3]. Было исследовано 1005 клини
ческих образцов. 767 образов биоматериала было получено 
от пациентов из отделения гнойной хирургии, операцион
ного блока и хирургического кабинета поликлиники. Иссле
довали кровь, пунктаты и мазки из ран больных гнойно-
септическими заболеваниями различной локализации 
(флегмоны, абсцессы, гангрены, язвы, мазки и жидкость из 
брюшной полости, взятые во время операции). 238 образцов 
биоматериала поступило на исследование из гинекологиче-
ского стационара и родильного дома – кровь (79 образцов), 
материал из брюшной полости и полости матки, взятый при 
гинекологических операциях и кесаревом сечении (110 об-
разцов), мазки из пупочных катетеров новорожденных 
(49 мазков). 

Сбор материала осуществлялся стерильными зондами-
тампонами с транспортной средой Amies (Италия, Россия) 
и доставлялся в бактериологическую лабораторию в тече-
ние 2 ч с момента сбора. В лаборатории осуществлялась 
сортировка материала, посев на питательные среды со-
гласно Приказу №535 от 22 апреля 1985 г. «Об унификации 
микробиологических (бактериологических) методов иссле-
дования, применяемых в клинико-диагностических лабора-
ториях лечебно-профилактических учреждений». Иденти
фикация микроорганизмов проводилась в автоматическом 
режиме с  определением чувствительности к антибиоти-
кам  на бактериологическом анализаторе WalkAway-40. 
Клинические образцы крови инкубировали в анализаторе 
BACTEC 9050, позволяющем быстро определять наличие 
бактерий и грибов в клинических образцах крови. А также 
исследования проводились рутинными методами с исполь-
зованием коммерческих тест-систем Энтеро-24, Энтеро-12, 
ПБДЭ, «ДС-ДИФ-НЕФЕРМ» (НПО «Диагностические систе-
мы», Россия). При определении чувствительности к анти-
биотикам диско-диффузионным методом использовали 
стандартизованные коммерческие диски (ООО НИЦФ, 
Санкт-Петербург). Исследования проводили согласно 
Клиническим рекомендациям «Определение чувствитель-
ности микроорганизмов к антимикробным препаратам» 
(2016–2018). 

Результаты и обсуждение

Анализ микробного пейзажа при гнойно-септических 
заболеваниях в отделениях и кабинетах хирургического и 
акушерско-гинекологического профиля в Сарапульской 
городской больнице выявил преобладающие патогены 
(таблица).

Анализ выявил ведущую роль Staphylococcus aureus 
в  этиологии гнойно-септических инфекций. На втором 
месте по частоте выявления бактерии группы Entero­
bacteriales. Значительную долю составляют неферменти-

рующие грамотрицательные бактерии, среди которых 
подавляющее большинство принадлежали к Pseudomo­
nas  spp. – 38 штаммов. Кроме того, были выделены 
Acinetobacter spp. – 19 штаммов, Stenotrophomonas malto­
philia – 2 штамма, Alcaligenes spp. – 2 штамма. Велика роль 
и других грамположительных кокков – коагулазонегатив-
ных стафилококков (CNS), стрептококков и энтерококков, 
которые были выделены как в роли самостоятельного воз-
будителя, так и в микробных ассоциациях как сопутствую-
щая микрофлора. 

Мониторинг резистентности стафилококков проводился 
в  отношении пенициллина, метициллина, ванкомицина, 
фторхинолонов, макролидов, аминогликозидов, цефалоспо-
ринов (рис. 1, 2).

Полученные результаты свидетельствуют о высокой рези-
стентности данного возбудителя к пенициллинам (более 50% 
выделенных штаммов), макролидам. Достаточно высок про-
цент метициллинрезистентных Staphylococcus aureus (26%). 
Эффективными препаратами являются ванкомицин, фтор-
хинолоны, аминогликозиды.

Коагулазонегативные стафилококки отличаются высоким 
уровнем резистентности ко многим группам антибиотиков, 
сохраняют чувствительность к ванкомицину. В работах мно-
гих исследователей последних десятилетий отмечена роль 
CNS как самостоятельных возбудителей инфекций, в том 
числе внутрибольничных инфекций в хирургических стацио-
нарах, учреждениях родовспоможения [2]. Однако по-преж
нему спорным представляется вопрос об этиологической 
значимости CNS с учетом широкой распространенности 
носительства этих микроорганизмов, в том числе как пред-
ставителей нормофлоры.

Следует отметить, что среди выделенных штаммов гемо-
литические стрептококки группы А сохраняют чувствитель-
ность к «простым» пенициллинам и фторхинолонам, среди 
стрептококков групп В и С резистентность к этим препара-
там возрастает. Для лечения стоит применять пенициллины, 
цефалоспорины и фторхинолоны и не следует использовать 
макролиды и аминогликозиды (рис. 3).

Приобретение и распространение множественной лекар-
ственной устойчивости энтерококков вследствие селектив-
ного давления антибиотиков на нормальную микрофлору 
в  процессе интенсивной, часто нерациональной антибио-
тикотерапии является серьезной клинической и экологиче-
ской проблемой современной медицины [7]. Неэффек
тивными в  отношении энтерококков оказались «простые» 

Таблица. Результаты анализа микробного пейзажа

Патоген Количество штаммов % выделения
Staphylococcus aureus 203 20
Группа Enterobacteriales: 149 14,8

Escherichia coli 89
Proteus spp. 18
Serratia spp. 17
Klebsiella spp. 12
Citrobacter spp. 11
Enterobacter spp. 2

Коагулазонегативные 
стафилококки 128 12,7

Неферментирующие ГОБ 61 6
Enterococcus spp. 46 4,5
Streptococcus spp. 40 3,9
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Рис. 1. Антибиотикорезистентность Staphylococcus aureus (%).
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Рис. 2. Антибиотикорезистентность коагулазонегативных ста-
филококков (%).
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пенициллины, фторхинолоны. Необходимо также учиты-
вать видовую антибиотикорезистентность среди некоторых 
видов энтерококков к аминогликозидам и цефалоспори-
нам  [8]. Препаратами выбора могут быть «защищенные» 
пенициллины. Ванкомицинрезистентные энтерококки со-
ставили 26,9% (рис. 4).

Энтеробактерии, выделенные при гнойно-септических 
заболеваниях у пациентов хирургического и акушерско-
гинекологического профиля, отличались высокой рези
стентностью к амоксициллину/клавуланату, цефалоспо
ринам III поколения, в меньшей степени – к аминогликози-
дам и фторхинолонам. Эффективными оказались карба
пенемы (рис. 5).

Неферментирующие грамотрицательные бактерии в по-
давляющем большинстве представлены Pseudomonas aeru­
ginosa. Резистентность нозокомиальных штаммов Pseudo­
monas aeruginosa в настоящее время является серьезной 
терапевтической проблемой [9]. Из всех антибиотиков, 
включая β-лактамные, наименьший уровень устойчивости 
отмечен к аминогликозидам. Антибактериальные препара-
ты, активные в отношении синегнойной палочки, в порядке 
убывания активности распределяются следующим образом: 
фторхинолоны > цефтазидим > карбапенемы (рис. 6).

Заключение

При проведении анализа микробного пейзажа при гнойно-
септических заболеваниях могут быть выявлены преобла-
дающие патогены в зависимости от профиля стационара, 
а  определение антибиотикорезистентности выделенных 
бактерий может выявить госпитальные штаммы, способные 
вызвать внутрибольничные инфекции [1, 3]. Нерациональное 
же назначение и применение антибиотиков может привести 
к возникновению новых, более устойчивых штаммов [4]. 
Данное исследование материала из хирургического, аку-
шерского и гинекологического стационаров, а также из хи-
рургического кабинета поликлиники городской больницы 
выявило преобладающую роль Staphylococcus aureus с вы-
сокой степенью резистентности к пенициллинам и значи-
тельной долей метициллинрезистентных штаммов. Наиболь
шую угрозу развития внутрибольничных инфекций в этих 
подразделениях представляют MRSA, на втором месте – 
представители группы Enterobacteriales (продуцирующие 
БЛРС), а также полирезистентные Pseudomonas aeruginosa, 
этиологическую роль могут сыграть также ванкомицинрези-
стентные энтерококки. Поскольку на практике в связи с не-
обходимостью быстрого начала лечения антибактериальная 
терапия зачастую назначается эмпирически, т.е. до получе-
ния результатов бактериологического исследования, важ-
ность мониторинга антибиотикорезистентности является 
очевидной.
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С целью разработки профилактических мероприятий по предотвращению распространения возбудителей воздушно-
капельных инфекций бактериальной и грибковой этиологии в закрытых помещениях, в том числе лечебно-профилак
тических учреждениях, в экспериментальных условиях были проведены исследования по сравнительной оценке 
эффективности использования трех приборов ультрафиолетовых облучателей-рециркуляторов, рассчитанных 
на непрерывную работу в присутствии людей. Приборы отличались по мощности и спектру излучения бактерицидных 
ламп. Принцип работы данных приборов основан на облучении ультрафиолетом прокачиваемого с помощью вентиля-
тора воздуха.
Эффективность обеззараживания воздуха оценивали по общему микробному числу и количеству плесневых грибов 
в 1 м3. Обсемененность воздуха оценивали во время облучения в аэрогенной камере и закрытых помещениях стацио-
нара лечебно-профилактического учреждения в присутствии биообъектов.
Установлено, что облучатель-рециркулятор бактерицидный с мощностью лампы 50W при длине волны излучения 
254,7 нм оказался наиболее эффективным по очистке воздуха от бактерий (99,85%/99,83%) и грибов (99,97%/99,72%). 
Наименее эффективным по очистке воздуха от бактериальной микрофлоры (99,3%/99,71%), грибов (99,2%/99,17%) 
оказался прибор мощностью лампы 30W с длиной волны излучения 253,4 нм.
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Б ольшую опасность для жизнедеятельности человека и 
животных представляет микробное загрязнение воз-

духа закрытых помещений [1–5]. Обеспечение экологиче-
ской безопасности воздушной среды закрытых помещений 
является одной из важнейших составных частей экологии 
человека, поскольку качество жилой среды, в которой чело-
век проводит более 80% своей жизни, является фактором 
риска в развитии различных заболеваний [6, 7]. Поэтому 
особый интерес представляют изучение микробного пейза-
жа воздуха различных закрытых помещений, установление 
критерия оценки микробного риска здоровью и условия 
обеззараживания воздуха при различных уровнях микроб-
ного загрязнения [8–11]. В настоящее время к числу биоло-
гических факторов риска, связанных с воздухом закрытых 
помещений, можно отнести загрязнение спорами дрожже-
вых и плесневых грибов, вызывающих аллергию у челове-
ка  [12–17]. Установлено, что грибы, входящие в состав 
домашней пыли, могут быть этиологическим фактором 
аллергических заболеваний [14]. По данным ряда авторов, 
от 6 до 15% всего населения чувствительны к загрязнению 
воздушной среды грибами; от 2 до 30% населения имеют 
аллергопатологию [17–21]. К настоящему времени недоста-
точно изучены гигиенические аспекты микробной обсеме-
ненности воздушной среды закрытых помещений с учетом 
специфики разных типов жилых зданий, помещений различ-
ного назначения, типов строительных и отделочных матери-
алов, микроклиматических параметров внутрижилищной 
среды [22–24]. Рядом авторов установлена наиболее высо-
кая степень загрязнения воздушной среды споровыми и 
грампозитивными бактериями, а также плесневыми гриба-
ми, принадлежащими к роду Penicillium [25–32]. В этой связи 
вполне обоснована необходимость гигиенической оценки 
микробной обсемененности воздушной среды закрытых 
помещений, определения конкретных параметров с целью 
установления ориентировочно-безопасного уровня контами-
нации в отношении здоровья человека. 

С целью разработки профилактических мероприятий по 
предотвращению распространения возбудителей воздушно-
капельных инфекций бактериальной и грибковой этиологии 
в закрытых помещениях, особенно в лечебно-профилак
тических учреждениях, в экспериментальных условиях были 
проведены исследования эффективности использования 
УФ-облучателей-рециркуляторов для очистки воздуха закры
тых помещений, наиболее часто используемых и в лечебных 
учреждениях. 

В качестве таковых оценивались очистители-рециркуля
торы воздуха различных марок, представленных на совре-
менном рынке, с учетом их характеристик. Принцип работы 
данных приборов основан на УФ-обеззараживании прокачи-
ваемого с помощью вентилятора воздуха вдоль бактерицид-
ных УФ-ламп различной мощности и излучении длиной 
волны от 253,4 до 253,7 нм. 

Устройство первого испытуемого прибора рециркулятора 
воздуха (далее Прибор №1) представлено следующим обра
зом: корпус, образующий камеру облучения, в котором уста-
новлены три безозонные бактерицидные лампы мощностью 
15W (суммарно 45W) с ультрафиолетовым излучением и 
длиной волны 253,7нм; колбы ламп выполнены из специаль-
ного стекла, которое задерживает излучение короче 200 нм, 
вызывающее образование озона в воздушной среде. Спе
циальное покрытие колб продлевает срок службы ламп 
до 9000 ч. Продув воздуха через внутренний объем облуча-
теля обеспечивается вентилятором через вентиляционные 
отверстия (зачерненные жалюзийные решетки V-образного 
профиля, полностью исключающие попадание УФ-излучения 
в помещение). В корпусе облучателя бактерицидного уста-
новлен экран из алюминиевой фольги с высокой отражаю-
щей способностью ультрафиолетового излучения (УФ-излу
чения). Прибор №1 предназначен для обеззараживания 
воздуха помещений объемом от 30 м3.

Облучатель-рециркулятор бактерицидный закрытого типа 
с безозоновой бактерицидной лампой для обеззараживания 
воздуха (далее Прибор №2) предназначен для обеззаражи-
вания воздуха помещений объемом до 50 м3 как в присут-
ствии, так и в отсутствие людей. Принцип действия облуча-
теля основан на обеззараживании прокачиваемого воздуха 
вдоль безозоновой бактерицидной лампы низкого давления 
мощностью 30W, и дающей излучение длиной волны 
253,4 нм внутри кожуха облучателя. Корпус облучателя со-
стоит из двух основных частей: основания – отражателя, 
изготовленного из металла и защитного экрана, выполнен-
ного из прозрачного пластика, на внутреннюю поверхность 
которого нанесен люминофор, преобразующий УФ-излуче
ние бактерицидной лампы в свет. С торцов корпус закрыва-
ется крышками с отверстиями, через которые прокачива
ется воздух, в  одной из которых расположен вентилятор. 
В присутствии людей применение Прибора №2 рассчитано 
на непрерывную работу в течение 8 ч.

Рециркулятор бактерицидный №3 (далее Прибор №3) 
предназначен для обеззараживания воздуха помещений 

and emission spectrum of germicidal lamps. The principle of operation of these devices is based on ultraviolet irradiation of the 
air pumped by means of a fan. 
The effectiveness of air disinfection was evaluated by the total microbial number and the number of mold fungi in 1 m3. Air 
contamination was assessed during irradiation in an aerogenic chamber and in an enclosed area of a hospital of a medical 
institution in the presence of bio-objects. 
It has been established that the bactericidal irradiator-recirculator with a lamp power of 50W at an emission wavelength of 
254.7 nm turned out to be the most effective in cleaning the air from bacteria (99.85%/99.83%) and fungi (99.97%/99.72% ). 
The least effective in air purification from bacterial microflora (99.3%/99.71%), fungi (99.2%/99.17%) was a device with a lamp 
power of 30W with an emission wavelength of 253.4 nm.
Keywords: air, decontamination efficiency, hospital, aerosol chamber, bacteria, fungi
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объемом до 170 м3 в присутствии людей за счет воздействия 
на микроорганизмы бактерицидного УФ-излучения длиной 
волны 253,7 нм. Укомплектован рециркулятор безозоно-
вой амальгамной азоразрядной бактерицидной лампой низ-
кого давления, электрическая мощность которой составляет 
170  Вт, мощность бактерицидного УФ-излучения – 50 Вт 
в начале срока службы и не менее 40 Вт в конце срока служ-
бы. Рециркулятор работает по следующему принципу: воз-
дух из окружающей среды засасывается через входные жа-
люзи, проходит через зону воздействия УФ-излучением, под 
действием которого обеззараживается, и удаляется через 
выходные жалюзи. Для обеспечения движения воздуха ис-
пользуются вентиляторы, а для повышения эффективности 
использования УФ-излучения часть внутренней поверхности 
корпуса выполнена как отражатель. Расположенные в кор-
пусе рециркулятора жалюзи и профиль предотвращают 
выход УФ-излучения наружу. Прибор №3 рассчитан на не-
прерывную работу в помещении в течение всего рабочего 
времени. 

Согласно паспортам на приборы, все облучатели предна-
значены для обеззараживания воздуха в помещениях 
лечебно-профилактических учреждений, спортивных, дет-
ских, учебных, производственных, жилых и других зданий 
в присутствии людей. 

Целью исследования явилась сравнительная оценка 
эффективности обеззараживания воздуха закрытых поме-
щений с помощью трех бактерицидных рециркуляторов 
с мощностью лампы 45 W и длиной волны 253,7 нм (Прибор 
№1), с мощностью лампы 30 W и длиной волны 254,3 нм 
(Прибор №2), с мощностью лампы 50W и длиной волны 
253,7 нм (Прибор №3).

Материалы и методы

Определение микробного числа в 1 м3 воздуха является 
общепринятым показателем в санитарной практике для 
оценки качества воздуха в отношении микрофлоры различ-
ных помещений. В связи с этим проводили оценку общего 
микробного числа микроорганизмов в воздухе в объеме 
1  м3 и количество плесневых и дрожжевых грибов в 1 м3 
воздуха.

Работа проводилась в два этапа: экспериментальные 
исследования в аэрогенной камере и в натурных условиях 
в  присутствии биообъектов при естественном загрязнении 
воздуха. 

Экспериментальные исследования проводились в аэро-
генной камере, которая представляет собой закрытое поме-
щение объемом 27 м3. Искусственную контаминацию воз-
духа проводили модельными условно-патогенными микро-
организмами S. aureus 906 (ГИСК им. Л.А.Тарасевича, 
г. Москва), S. epidermidis (выделенного с кожных покровов 
человека), Aspergillus spp. (выделенного из воздуха жилого 
помещения). Уровень исходного бактериального загрязне-
ния воздуха составлял 104 КОЕ/м3, а плесневыми грибами – 
104 КОЕ/м3.

Пробы воздуха отбирали непосредственно после распы-
ления (контрольный уровень – до включения УФ-лампы) и 
затем через 15, 30, 60 мин после включения бактерицидных 
воздухоочистителей.

Контролем служили аналогичные исследования при вы-
ключении воздухоочистителей. 

Натурные исследования проводили в 3 закрытых помеще-
ниях стационара лечебно-профилактического учреждения 
(далее ЛПУ) объемом 30 м3, в каждом из которых находился 
один из испытуемых бактерицидных облучателей-рецирку
ляторов (Прибор №1, Прибор №2, Прибор №3). В каждом 
из  помещений имелся естественный фон микробной обсе-
мененности воздуха. Исследования проводились в присут-
ствии человека. Микробную обсемененность воздуха оце
нивали через 15, 30 и 60 мин работы облучателей-рецир
куляторов. В связи с тем, что исследуемые УФ-облучатели 
рециркуляторного типа предназначены для разных по пло-
щади помещений, была выбрана унифицированная пло-
щадь в 30 м3 для проведения исследований в натурных 
условиях для всех УФ-облучателей.

Отбор проб воздуха производили на уровне 150–160 см 
от пола аспирационным методом, в соответствии с МУК 
4.2.734-99 «Микробиологический мониторинг производст
венной среды» с помощью метрологически аттестованного 
прибора для бактериологического анализа воздуха (ПУ-1Б). 
Пробы воздуха отбирали объемом 100 л для каждого пока-
зателя. 

Для определения общего содержания микробов в 1 м3 
отбор производили на питательный (МПА) и желточно-соле
вой агары (ЖСА), разлиты в чашки Петри по 24 мл, для 
определения плесневых и дрожжевых грибов использовали 
среду Сабуро с хлорамфениколом, также разлитую в чашки 
Петри.

Посевы на средах МПА и ЖСА инкубировали в термоста-
те при 37°С в течение 48 ч, посевы на среде Сабуро – при 
двух температурах 22–28°С – 6 сут и 37°С в течение 48 ч, 
а затем подсчитывали количество выросших колоний в пе-
ресчете на 1 м3.

 
Результаты и обсуждение

В результате проведения экспериментальных исследо
ваний в аэрозольной камере были получены следующие 
результаты. Эффективность работы бактерицидного облуча
теля-рециркулятора (Прибор №1) в отношении бактериаль-
ного и грибкового загрязнения составила через 30 мин 
96,5% и 93,19%, а через 50 мин – 99,75% и 99,73% соответ-
ственно.

В тех же условиях эффективность обеззараживания воз-
духа Прибором №2 в отношении бактериального и грибко-
вого загрязнения составила через 30 мин 93,00% и 92,0%, 
а через 60 мин – 99,3% и 99,2 % соответственно. 

Эффективность обеззараживания Прибора №3 оказа-
лась намного выше как в отношении бактериального, так и 
в отношении грибкового загрязнения и составила через 
30 мин 95,5% и 94,58%, а через 60 мин – 99,85% и 99,83% 
соответственно (табл. 1). 

Полученные данные при искусственном обсеменении 
воздуха бактериальной и грибковой микрофлорой, пред-
ставленные в таблице 1, свидетельствуют о зависимости 
обеззараживающего эффекта испытуемых приборов от 
времени обработки, мощности и длины волны бактерицид-
ной лампы. 
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В натурных условиях было установлено, что через 30 мин 
работы Прибора №1 воздух в помещении очищался на 
67,86% от бактерий и на 69,44% от грибов; через 60 мин – 
соответственно на 99,86% и 99,44%. Эффективность обез-
зараживания воздуха Прибором №2 составила через 
30 мин 57,58% в отношении бактерий и 66,67% в отношении 
грибов; через 60 мин – 99,71% и 99,17% соответственно. 
При оценке эффективности обеззараживания воздуха 
Прибором №3 эффективность обеззараживания воздуха 
составила через 30 мин 71,43% от бактериальной и грибко-
вой микрофлоры, а через 60 минут – 99,97% и 99,71% соот-
ветственно (табл. 2).

Полученные данные при естественном обсеменении воз-
духа бактериями и грибами, представленные в таблице 2, 
свидетельствуют также о наличии зависимости обеззаражи-
вающего эффекта испытуемых приборов от времени обра-
ботки помещения, мощности и длины волны бактерицидной 
лампы. 

В результате сравнительной оценки обеззараживающего 
воздействия воздухоочистителей облучателей-рециркулято
ров бактерицидных: Прибора №1, Прибора №2, Прибора №3 
было установлено, что наиболее стабильным и эффек
тивным по очистке воздуха от бактерий и грибов можно 
признать воздухоочиститель рециркулятор бактерицидный 
Прибора №3, в результате работы которого через 60 мин 
(как в экспериментальных, так и в натурных условиях) полу
чена самая высокая среди исследованных приборов степень 
обеззараживания воздуха, что соответствовало в отноше-
нии бактериального загрязнения заявленным параметрам 
прибора ≈99,9%. Причем при высоком уровне бактериаль
ного загрязнения воздуха в помещении в эксперименталь-
ных условиях – n × 104 КОЕ/м3 эффективность обеззаражи-
вания (99,85%) была меньше по сравнению с загрязнением 
в естественных условиях – n × 103 КОЕ/м3 (99,97%). В отно-

шении грибов такой закономерности для прибора №3 
не установлено, так как при уровне загрязнения n × 104 плес-
невых грибов в 1 м3 эффективность обеззараживания воз-
духа составила 99,83%, а при n × 102 плесневых грибов 
в 1 м3 – 99,72%, что говорит о большей устойчивости грибов 
в помещениях ЛПУ к УФ-обеззараживанию и необходимости 
увеличения времени обработки помещений. 

У Прибора №1 эффективность обеззараживающего воз-
действия на бактериальную микрофлору как в эксперимен-
тальных, так и в натурных исследованиях была достаточно 
высокой (99,75–99,76%). Однако эффект воздействия на 
грибы был ниже – 99,73–99,44%, особенно в естественных 
условиях, что тоже говорит о большей устойчивости грибов 
в помещениях ЛПУ к УФ-обеззараживанию и увеличению 
времени обработки помещений. 

Наименее эффективен оказался воздухоочиститель 
облучатель-рециркулятор бактерицидный Прибор №2, так 
как обеззараживающий эффект в отношении бактериаль-
ной микрофлоры и грибов через 60 мин работы прибора при 
высоком уровне загрязнения воздуха в экспериментальных 
условиях составил 99,3% для бактериальной микрофлоры и 
99,2 % грибов, а при естественном (сниженном) уровне – 
99,71% в отношении бактерий и 99,17% в отношении грибов, 
с той же тенденцией в отношении загрязнения воздуха гри-
бами в помещениях ЛПУ, что и у первых двух приборов. 

Заключение

Таким образом, проведена сравнительная оценка эффек-
тивности использования трех приборов УФ-облучателей ре-
циркуляторного типа, рассчитанных на непрерывную работу 
в присутствии людей, отличающихся между собой мощно-
стью бактерицидных ламп и длиной волны (прибор №1 – 
45W, 254,7 нм, прибор №2 – 30W, 253,4 нм, прибор №3 – 

Таблица 1. Оценка эффективности очистки воздуха от загряз-
нения бактериями и грибами, при искусственном его обсеме-
нении (экспериментальные исследования)

Продолжительность работы Эффективность обеззараживания воздуха 
при искусственном обсеменении воздуха 

бактериями и грибами
Контроль ОМЧ*, 

КОЕ/м3
Эффек
тивность 
очистки,  

в %

Грибы, 
КОЕ/м3

Эффек
тивность 
очистки,  

в %
Облучатель-рециркулятор бактерицидный Прибор №1

Контроль  
(до включения прибора) 2,0 × 104 – 2,2 × 104 –

15 минут 1,4 × 104 30,0 1,7 × 104 22,73
30 минут 0,7 × 103 96,5 1,5 × 103 93,19
60 минут 0,5 × 102 99,75 0,6 × 102 99,73

Облучатель-рециркулятор бактерицидный Прибор №2
Контроль  
(до включения прибора) 1,0 × 104 – 1,0 × 104 –

15 минут 0,8 × 104 20,0 8,3 × 104 17,8
30 минут 0,7 × 103 93,0 0,8 × 103 92,0
60 минут 0,7 × 102 99,3 0,8 × 102 99,2

Облучатель-рециркулятор бактерицидный Прибор №3
Контроль  
(до включения прибора) 2,0 × 104 – 2,4 × 104 –

15 минут 1,7 × 104 15 1, 8 × 104 25,0
30 минут 0,9 × 103 95,5 1,3 × 103 94,58
60 минут 0,3 × 102 99,85 0,4 × 102 99,83

*ОМЧ – общее микробное число.

Таблица 2. Оценка эффективности очистки воздуха от бакте-
рий и грибов, при естественной его обсемененности (натур-
ные исследования)

Продолжительность работы Эффективность обеззараживания воздуха 
при искусственном обсеменении воздуха 

бактериями и грибами 
Контроль ОМЧ*, 

КОЕ/м3
Эффек
тивность 
очистки,  

в %

ОГО**, 
КОЕ/м3

Эффек
тивность 
очистки,  

в %
Облучатель-рециркулятор бактерицидный марки Прибор №1 

Контроль  
(до включения прибора) 2,8 × 103 – 3,6 × 102 –

15 минут 1,7 × 103 39,29 2,9 × 102 19,44
30 минут 0,9 × 103 67,86 1,1 × 102 69,44
60 минут 4 99,86 2 99,44

Облучатель-рециркулятор бактерицидный марки Прибор №2
Контроль  
(до включения прибора) 6,6 × 103 – 3,6 × 102 –

15 минут 3,9 × 103 40,9 2,5 × 102 30,56
30 минут 2,8 × 103 57,58 1,2 × 102 66,67
60 минут 1,9 × 101 99,71 0,3 × 101 99,17

Облучатель-рециркулятор бактерицидный Прибор №3
Контроль  
(до включения прибора) 3,5 × 103 – 3,5 × 102 –

15 минут 2,5 × 103 25,57 2,7 × 103 22,86
30 минут 0,1 × 103 71,43 1,0 × 103 71,43
60 минут 1 99,97 1 99,72

*ОМЧ – общее микробное число; **ОГО – общая грибная обсемененность.
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50W 254,7 нм), основанных на УФ-обеззараживании прока-
чиваемого с помощью вентилятора воздуха вдоль бактери-
цидных УФ-ламп, показавшая, что эффективнее в отноше-
нии бактериальной и грибковой микрофлоры оказался 
Прибор №3 с характеристиками по эффективности обезза-
раживания воздуха в отношении бактериальной микрофло-
ры, соответствующими заявленным производителем. Через 
60 мин работы Прибора №3 содержание бактериальной 
микрофлоры и грибов снизилось на два порядка в экспери-
ментальных условиях с высоким уровнем загрязнения воз-
духа и до единичных клеток – в естественных условиях по-
мещений ЛПУ с низким загрязнением. При этом эффектив-
ность обеззараживания составила в отношении бактериаль-
ного загрязнения 99,85–99,97% соответственно, а в отноше-
нии загрязнения грибами – 99,83–99,72%. 

Облучатель-рециркулятор бактерицидный Прибора №1, 
имеющего мощность бактерицидной лампы 45W и длину 
волны 254,7 нм, рассчитанный на обработку помещений от 
30 м3, показал в результате проведенных эксперименталь-
ных исследований эффективность обеззараживающего воз-
действия на бактериальную микрофлору и грибы в экспери-
ментальных условиях с высоким уровнем загрязнения воз-
духа соответственно 99,7% и 99,73%, при этом число клеток 
снижалось на два порядка. В естественных условиях поме-
щений ЛПУ с низким уровнем загрязнения воздуха число 
бактериальных клеток и спор грибов после 60 мин работы 
Прибора №2 снизилось до единичных. При этом его эффек-
тивность составила 99,86% в отношении бактерий и 99,44% – 
в отношении грибов.

Наименее эффективным по очистке воздуха от бактери-
альной микрофлоры и грибов оказался прибор №2 облуча
тель-рециркулятор бактерицидный, имеющий мощность 
бактерицидной лампы 30W и длину волны 253,4 нм, рассчи-
танный на обработку помещений от 50 м3, т.к. обеззаражи-
вающая эффективность в отношении бактерий и грибов, 
достигнутая через 60 мин, составила 99,3–99,2% (в экспери-
ментальных условиях) и 99,71–99,17% (в условиях есте-
ственного загрязнения воздуха) соответственно. При этом 
число бактерий и плесневых грибов при высоком уровне за-
грязнения снизилось на два порядка, а при низком уровне 
загрязнения воздуха – до десятков клеток в 1 м3, что не со-
ответствовало заявленным в паспорте к прибору параме-
трам в отношении бактериального загрязнения.

В связи с тем, что во всех исследуемых приборах изгото-
вители рассматривают эффективность обеззараживания 
воздуха только в отношении бактериальной микрофлоры, 
ориентируясь на условно-патогенные бактерии S. aureus, 
наша задача заключалась в оценке эффективности прибо-
ров в отношении не только заявленных маркерах загрязне-
ния воздуха, но и в отношении загрязнения помещения гри-
бами. В результате проведенных исследований установле-
но, что при оценке эффективности обеззараживания возду-
ха в отношении грибов у трех приборов в эксперименталь-
ных условиях с высоким уровнем загрязнения плесневым 
грибом Aspergillus sp., выделенным из воздуха жилого по-
мещения, количество грибов в воздухе снижалось на два 
порядка. При оценке обеззараживающего действия УФ-об
лучателей рециркуляционного типа в помещениях ЛПУ коли-
чество плесневых грибов снижалось до десятков и единич-

ных клеток, что говорит о большей устойчивости грибов 
в  помещениях лечебно-профилактических учреждений 
к УФ-обеззараживанию и необходимости более длительного 
по времени режиму обеззараживания воздуха. Эффектив
ность обеззараживания УФ-облучателями рециркуляцион-
ного типа различных помещений находится в прямой зави-
симости от времени обработки и площади помещения, мощ-
ности и длины волны бактерицидной лампы облучателя. 
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Обучение регламентированным методам 
лабораторной диагностики холеры 
с использованием набора учебных штаммов
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Разработаны критерии для подбора учебных штаммов холерного вибриона и других микроорганизмов в соответствии 
с современными алгоритмами и методами лабораторной диагностики холеры. Сформирован набор учебных штаммов 
бактерий для обучения специалистов вопросам микробиологии и лабораторной диагностики холеры на курсах про-
фессиональной переподготовки и повышения квалификации, что позволяет освоить в полном объеме регламентиро-
ванные методы лабораторной диагностики холеры, снизить вероятность лабораторного инфицирования возбудителем 
холеры обучающихся на практических занятиях, а также приобрести навыки работы с возбудителем холеры в соот-
ветствии с требованиями безопасной работы с патогенными биологическими агентами. 
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Х олера остается актуальным для мирового здравоохра-
нения инфекционным заболеванием. Заболеваемость 

холерой регистрируется в существующих очагах инфекции 
в  Азии, Африке, странах Карибского бассейна; в 2017 г. 
сформировались новые эндемичные территории в странах 
Африканского континента (Кения, Танзания, Малави, Демо
кратическая Республика Конго, Южный Судан). С 2008 по 
2017 гг. в мире зарегистрировано около 2,5 млн больных 
в  разных странах, что указывает на продолжающееся, 

характерное для пандемии, распространение холеры 
с вовлечением новых территорий и делает прогноз по холе-
ре неблагоприятным [1]. Рост миграционных потоков ино-
странных граждан и соотечественников усугубляет возмож-
ность завоза холеры на территорию Российской Федера
ции  [1, 2]. Возможным риском заноса возбудителя холеры 
могут служить контаминированные холерными вибрионами 
балластные воды судов и формирующиеся на разнообраз-
ных плотных поверхностях биопленки [3]. Помимо занесен-
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ных из эндемичных по холере регионов токсигенных штам-
мов возбудителя холеры, на территории РФ ежегодно от 
людей и из поверхностных водоемов выделяют большое 
количество нетоксигенных штаммов холерного вибриона, 
которые могут служить причиной острых кишечных инфек-
ций. Исследователями выявлена группа нетоксигенных 
штаммов холерного вибриона, представляющая эпидемио-
логическую опасность в связи с возможностью их реверсии 
в токсигенные путем фаговой конверсии [4]. 

Все перечисленное делает необходимым совершенство-
вание системы эпидемиологического надзора, одной из 
важных составляющих которого является подготовка спе-
циалистов для обеспечения комплекса мероприятий по диа-
гностике и профилактике холеры [5, 6].

На базе отдела образовательных программ и подготовки 
специалистов ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспотребнадзора 
реализуется многоуровневая система обучения эпидемиоло-
гическому надзору и лабораторной диагностике холеры спе-
циалистов Роспотребнадзора – противочумных институтов и 
станций, Центров гигиены и эпидемиологии, Управлений 
Роспотребнадзора, а также различных медицинских учрежде-
ний: больниц, поликлиник, учреждений Министерства оборо-
ны РФ. Для этого составлены специальные программы тема-
тических курсов повышения квалификации по лабораторной 
диагностике и эпиднадзору за холерой (продолжительностью 
36 и 72 ч), ежегодно проводятся семинары по данной темати-
ке, в программу которых включают актуальные вопросы. 
На протяжении нескольких лет сотрудники института прово-
дят обучение специалистов Республики Гвинея, ряда стран 
СНГ по программам повышения квалификации «Борьба с 
опасными инфекционными болезнями. Современные методы 
лабораторной диагностики», «Санитарная охрана территорий 
государств, лабораторная диагностика инфекционных болез-
ней, биологическая безопасность, информационные техноло-
гии» и другим, где освещаются вопросы эпиднадзора, микро-
биологии и лабораторной диагностики холеры. 

Модуль «Микробиология и лабораторная диагностика хо-
леры», включающий теоретические и практические занятия, 
является одним из основных разделов программ дополни-
тельного профессионального образования специалистов, 
работающих с возбудителями особо опасных инфекционных 
болезней: профессиональной переподготовки врачей и био-
логов, лаборантов по профилям «Бактериология», «Эпиде
миология», «Лабораторное дело» с основами безопасной 
работы с  патогенными биологическими агентами (ПБА) I–
II  групп; программ повышения квалификации «Бактерио
логия», «Эпидемиология. Инфекционные болезни, требую-
щие проведения мероприятий по санитарной охране терри-
тории Российской Федерации», «Особо опасные инфекции», 
«Подготовка личного состава специализированных противо-
эпидемических бригад для работы в чрезвычайных ситуа
циях» и других.

Для проведения практических занятий по освоению регла
ментированных методов диагностики холеры традиционно 
используют штаммы Vibrio cholerae О1 серогруппы биоваров 
классического и Эль Тор, Vibrio cholerae O139 серогруппы 
II группы патогенности. Актуальным и приоритетным направ-
лением снижения риска обучающих технологий является 
замена вирулентных штаммов на авирулентные или на 

штаммы с более низкой вирулентностью при условии выпол-
нения учебного плана в полном объеме и приобретения 
навыков работы с возбудителем холеры в соответствии 
с требованиями безопасной работы с ПБА [7, 8].

Нами были разработаны технические задания и критерии 
подбора учебных штаммов возбудителей холеры в соответ-
ствии с современными алгоритмами и методами лаборатор-
ной диагностики холеры, учебно-тематическими планами 
программ подготовки специалистов и результатами обуче-
ния (знания, умения, навыки).

Критериями отбора штаммов холерного вибриона в каче-
стве учебных послужили авирулентность или низкая виру-
лентность, типичные для V. cholerae биологические, куль
турально-морфологические, биохимические и антигенные 
свойства, позволяющие изучить морфологию клеток в маз-
ках, характер роста на плотных и жидких питательных сре-
дах, а также биологические особенности представителей 
различных серогрупп, сероваров и биоваров классического 
и Эль Тор и методы их дифференциации. 

Учебные штаммы V. cholerae должны обладать комплек-
сом свойств, необходимых для проведения индикации, иден-
тификации и внутривидовой и межвидовой дифференциа-
ции возбудителя холеры регламентированными методами 
исследования: бактериоскопическим, бактериологическим, 
иммунологическим и молекулярно-генетическим [9], чувст
вительностью к антибактериальным препаратам, используе-
мым для специфической профилактики холеры. 

Анализ доступных нам информационных источников – 
литературы, патентов и других выявил отсутствие штаммов 
Vibrio cholerae, используемых для обучения регламентиро-
ванным методам лабораторной диагностики холеры.

Цель исследования: формирование набора учебных 
штаммов бактерий для совершенствования методического 
обеспечения и снижения биологических рисков при подго-
товке специалистов по вопросам микробиологии и лабора-
торной диагностики холеры. 

Предлагаемый набор учебных штаммов для обучения бак
териологическому методу диагностики холеры должен вклю-
чать представителей следующих групп микроорганизмов.

1)	Холерных вибрионов различных серологических групп, 
биовариантов и серовариантов – как Vibrio cholerae classical 
и Vibrio cholerae El Tor О1 серогруппы, так и Vibrio cholerae 
серогруппы О139, обладающих типичными морфологиче-
скими, культуральными, биохимическими свойствами, ста-
бильным антигенным строением. 

2)	Возбудителей гастроэнтеритов и системных инфек-
ций – Vibrio cholerae non O1/O139. 

3)	Галофильных вибрионов, вызывающих заболевания 
у  человека с явлениями гастроэнтерита, – V. alginolyticus, 
V.  parahaemolyticus; вибрионов, выделяющихся из поверх-
ностных водоемов и морей, – V. phosphorescens (albensis). 

4)	Возбудителей острых кишечных инфекций у челове-
ка – представителей родов Aeromonas, Plesiomonas, Shigella, 
Salmonella, Escherichia.

5)	Микроорганизмов, вызывающих системные инфекции у 
человека и выделяющихся из клинического материала и объ
ектов окружающей среды, относящихся к роду Pseudomonas.

6)	Возбудителя острых токсикоинфекций у человека – 
Staphуlococcus aureus. 
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Материалы и методы

В работе использованы штаммы Vibrio cholerae О1 серо-
группы биоваров классического и Эль Тор, Vibrio cholerae 
серогруппы О139 (II группа патогенности), Vibrio cholerae non 
O1/O139 (III группа патогенности), штаммы других предста-
вителей рода Vibrio – V. albensis, V. alginolyticus, V. parahae­
molyticus (IV группа патогенности), штаммы микроорганиз-
мов родов Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas, Shigella, 
Salmonella, Escherichia; штаммы Staphуlococcus aureus 
(III–IV  группы патогенности). Штаммы бактерий отобраны 
из числа хранящихся в Государственной коллекции патоген-
ных бактерий (ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб») на основании 
паспортных данных с учетом разработанных нами критериев.

Культуры вышеперечисленных микроорганизмов выра-
щивали на агаре и бульоне Хоттингера рН 7,6 при темпера-
туре (37 ± 1)°С в течение 24 ч. Дополнительно штаммы 
родов Shigella, Salmonella, Escherichia засевали на среды 
Эндо, Плоскирева, висмут-сульфит агар, Симмонса; для из-
учения свойств Staphуlococcus aureus делали посевы данной 
культуры на агар и бульон Хоттингера рН 7,4, агар Хоттингера 
рН 7,4 с добавлением 3–5% крови барана, желточно-соле
вой агар, для определения плазмокоагулазы – в пробирки 
с плазмой кролика (1:5) по 0,5 мл.

Морфологию клеток исследуемых культур изучали в маз-
ках, окрашенных по Граму, путем просмотра под увеличени-
ем ×400–600 в световом микроскопе Микмед-5 («ЛОМО», 
Санкт-Петербург). Колонии просматривали под малым уве-
личением светового микроскопа, а также с использованием 
устройства для просмотра колоний в косопроходящем свете 
под углом 45°. Подвижность микроорганизмов определяли 
методами висячей и раздавленной капли при просмотре под 
увеличением ×400–600 светового микроскопа и посевом 
в столбик 0,3% агара Хоттингера. Биохимические, биологи-
ческие, антигенные свойства, чувствительность к бактерио-
фагам изучали с помощью стандартных методов, регламен-
тированных при лабораторной диагностике холеры. Для по-
становки методов специфической индикации (МФА) исполь-
зовали иммуноглобулины диагностические флуоресцирую-
щие холерные адсорбированные лошадиные О1 и О139 и 
люминесцентный микроскоп Nikon с возможностями доку-
ментирования изображений Eclipse 80i (Япония). Вирулент
ность и генетические характеристики штаммов Vibrio 
cholerae оценивали согласно паспортным данным. 

Результаты и обсуждение 

По наличию фенотипических признаков, свойственных 
возбудителю холеры, было отобрано 19 штаммов V. cholerae: 
2 штамма Vibrio cholerae cholerae, 12 штаммов Vibrio cholerae 
El Tor сероваров Огава и Инаба, 3 штамма Vibrio cholerae 
0139 и 2 штамма Vibrio cholerae non O1/O139. 

Для освоения принципов и методов дифференциальной 
диагностики с возбудителем холеры отобраны 5 штаммов 
других представителей рода Vibrio, 6 штаммов бактерий, при-
надлежащих к родам Aeromonas, Plesiomonas, Pseudomonas, 
6 штаммов бактерий семейства Enterobacteriaceae родов 
Shigella, Salmonella, Escherichia; 2 штамма возбудителя острых 
токсикоинфекций у человека – Staphуlococcus aureus.

Проведен анализ фенотипических (морфологических, 
культуральных, биохимических, антигенных) свойств вы-
бранных штаммов микроорганизмов, являющихся основой 
для регламентированных методов индикации и идентифика-
ции холерного вибриона. С учетом полученных результатов 
и имеющихся паспортных данных осуществлена комплекс-
ная оценка патогенных, фено- и генотипических особенно-
стей штаммов. Согласно полученным данным, был сформи-
рован набор из 15 штаммов бактерий, при использовании 
которого слушатели курсов могут освоить весь спектр ре-
гламентированных методов индикации, идентификации воз-
будителя холеры и дифференциации его от других предста-
вителей рода Vibrio и других родов, способных вызывать 
заболевания у человека с явлениями гастроэнтерита. 

Сформирован учебный набор штаммов бактерий для изу-
чения микробиологии и лабораторной диагностики холеры, 
включающий:

•	холерные вибрионы О1 и О139 серогрупп: Vibrio cholerae 
569B серогруппа О1 биовар классический серовар Инаба, 
Vibrio cholerae КМ26 серогруппа О1 биовар El Tor серовар 
Огава, Vibrio cholerae М-375 (170) серогруппа O139 (II группа 
патогенности);

•	возбудители гастроэнтеритов и системных инфекций – 
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266 (III группа патогенности);

•	представители рода Vibrio: Vibrio albensis 220, Vibrio 
alginolyticus 143, Vibrio parahaemolyticus 616 (IV группа пато-
генности);

•	возбудители острых кишечных инфекций у человека: 
Shigella sonnei 714; Salmonella paratyphi «В» М-53 (625) 
(III  группа патогенности); Aeromonas hydrophila Р-4499; 
Plesiomonas shigelloides 101; Escherichia coli O 151 1027 
(IV группа патогенности); 

•	штаммы микроорганизмов, необходимые для диффе-
ренциальной диагностики возбудителя холеры: Pseudo­
monas pseudoalcaligenes ВКМВ-1300, Pseudomonas aerugi­
nosa АТТС 27853 (IV группа патогенности);

•	Staphуlococcus aureus АТСС 6538 (209-Р) (IV группа 
патогенности). 

Далее был определен алгоритм использования каждого 
штамма с учетом его биологических свойств и вирулент
ности для изучения микробиологии холерного вибриона и 
регламентированных методов индикации и идентификации 
возбудителя холеры в полном объеме.

Штамм Vibrio cholerae 569B серогруппа О1 биовар класси-
ческий серовар Инаба предлагается для изучения типичных 
видовых свойств V. cholerae: морфологических, культураль-
ных, биохимических, антигенных; для демонстрации тестов, 
дифференцирующих биовары классический и Эль Тор воз-
будителя холеры: отсутствие гемолитической активности 
в посевах на агаре Хоттингера рН 7,6 с добавлением 5% де-
фибринированной крови барана, в пробе Грейга со взвесью 
1% бараньих эритроцитов в физиологическом растворе; на-
личие чувствительности к полимиксину В (50 ед./мл); чувст
вительности к холерному диагностическому бактериофагу С. 
Поскольку штамм продуцирует холерный токсин in vitro (гене-
тические характеристики: ctxA+ tcpA+), его использование 
ограничивается демонстрацией изложенных признаков.

Штамм Vibrio cholerae КМ26 серогруппа О1 биовар El Tor 
серовар Огава обладает типичными для V. cholerae морфо-
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логическими, культуральными, биохимическими, антигенны-
ми свойствами. Генетические характеристики: ctxA– zot– 
tcpA– toxR–. Штамм используется для изучения морфологи-
ческих, культуральных, биохимических, антигенных свойств 
возбудителя холеры; для освоения алгоритма лабораторной 
диагностики холеры, МФА, идентификации. 

Штамм Vibrio cholerae М-375 (170) серогруппа O139 об-
ладает типичными для микроорганизмов данной серогруппы 
морфологическими, культуральными, биохимическими, ан-
тигенными свойствами. Генетические характеристики: ctxA–. 
Авирулентный для кроликов-сосунков. Штамм рекомендова-
но использовать для изучения свойств Vibrio cholerae О139 
серогруппы; для освоения алгоритма лабораторной диагно-
стики холеры, МФА, идентификации. 

Штамм Vibrio cholerae non O1/O139 М-266 (4656) целесоо-
бразно использовать на практических занятиях слушателя-
ми курсов для изучения морфологических, культуральных, 
биохимических свойств Vibrio cholerae, поскольку обладает 
типичными видовыми свойствами; для изучения дифферен-
циальных биохимических тестов представителей рода Vibrio, 
для дифференциации Vibrio cholerae О1 и О139 серогрупп 
от Vibrio cholerae non O1/O139, а также для дифференциа-
ции Vibrio cholerae с микроорганизмами, сходными по мор-
фологическим свойствам и выделяемыми из клинического 
материала от больных с явлениями гастроэнтерита и из 
внешней среды. 

В состав набора включены следующие штаммы предста-
вителей рода Vibrio, используемые для освоения принципов 
и методов дифференциальной диагностики с Vibrio cholerae: 
штамм Vibrio albensis 220 (261–320) – для изучения способ-
ности микроорганизмов к флюоресценции в темноте, ис-
пользуется при изучении внутривидовых дифференциаль-
ных признаков рода Vibrio. Штамм Vibrio alginolyticus 143 
представлен для изучения дифференциальных тестов пред-
ставителей рода Vibrio, в частности, признака галофильно-
сти данной культуры – способности к росту в 1% пептонной 
воде с высокими концентрациями хлорида натрия (7–10%) и 
«феномена роения». Штамм Vibrio parahaemolyticus 616 – 
для изучения дифференциальных биохимических тестов 
представителей Vibrio; признаков дифференциации возбу-
дителя холеры от других вибрионов, вызывающих у людей 
пищевые токсикоинфекции и острые кишечные инфекции 
при употреблении в пищу морепродуктов, подвергнутых 
недостаточной кулинарной обработке, и свойства гало
фильности.

Для изучения алгоритма дифференциации возбудителя 
холеры от микроорганизмов, сходных по морфологическим, 
культуральным и некоторым биохимическим свойствам 
с Vibrio cholerae (продуцируют индофенолоксидазу), в набо-
ре имеются штаммы микроорганизмов, выделяемые из кли-
нического материала от больных с острыми кишечными 
инфекциями и из объектов внешней среды: Aeromonas 
hydrophila Р-4499, Vibrio parahaemolyticus, Pseudomonas 
pseudoalcaligenes ВКМВ-1300, Pseudomonas aeruginosa 
АТТС 27853.

Для овладения принципами и методами дифференциаль-
ной диагностики возбудителя холеры набор содержит штам-
мы возбудителей токсикоинфекций и острых кишечных 
инфекций семейства Enterobacteriaceae: Shigella sonnei 

М-88 (714), Salmonella enterica spp. enterica ser. paratyphi «В» 
М-53 (625), Escherichia coli 1027 O 151. 

Штамм Staphуlococcus aureus АТСС 6538 (209-Р) включен 
в состав набора для изучения принципов дифференциаль-
ной диагностики возбудителя холеры с возбудителями ток-
сикоинфекций.

Все вышеперечисленные штаммы бактерий обладают 
стабильными типичными морфологическими, культураль
ными, биохимическими, антигенными свойствами, хорошо 
сохраняются на искусственных питательных средах.

При составлении набора штаммов для обучения вопро-
сам микробиологии и лабораторной диагностики холеры 
одними из основных задач явились минимизация риска ин-
фицирования возбудителем холеры слушателей курсов на 
практических занятиях и одновременное предоставление 
возможности изучения морфологических, культуральных, 
биохимических, антигенных свойств возбудителя холеры, 
освоения регламентированных методов специфической ин-
дикации и идентификации в полном объеме. Для поэтапной 
замены вирулентных штаммов возбудителя холеры на менее 
вирулентные и авирулентные были подобраны штаммы 
холерного вибриона, представителей рода Vibrio и микроор-
ганизмов, применяемых для дифференциальной диагности-
ки возбудителя холеры, использование которых позволяет 
решить поставленные задачи, а также в процессе обучения 
приобрести навыки работы с возбудителем холеры в соот-
ветствии с требованиями безопасной работы с ПБА. 

С учетом установленных биологических свойств и виру-
лентности микроорганизмов, включенных в набор штаммов, 
разработан алгоритм использования каждого штамма для 
изучения микробиологии холерного вибриона и регламенти-
рованных методов его индикации и идентификации, который 
позволяет обеспечить в полном объеме реализацию планов 
практических занятий учебного модуля «Микробиология 
и лабораторная диагностика холеры» (табл. 1). 

На следующем этапе были разработаны стандартные 
учебные образцы, моделирующие пробы биологического 
материала и объектов окружающей среды, содержащие 
штаммы холерных вибрионов и других бактерий, включен-
ных в набор. Пробы представляют собой образцы, с доста-
точной точностью имитирующие реальный биотический 
или абиотический объект в целях освоения методов специ-
фической индикации и идентификации возбудителя холе-
ры. Проба состоит из основы (биологические жидкости 
человека или их имитаторы, объекты окружающей среды 
или их имитаторы) и микроорганизмов, введенных в осно-
ву. Нами разработаны составы основ, не влияющие на 
качество и сроки получения результатов индикации и иден-
тификации возбудителя холеры регламентированными 
методами, а  также концентрации и соотношения микро
организмов II–IV групп патогенности, входящих в состав 
учебных образцов.

В качестве основы при приготовлении проб были исполь-
зованы:

•	биологические выделения человека (испражнения);
•	объекты окружающей среды (вода, смывы с объектов и 

другие);
•	пищевые продукты плотные и жидкие (рыба и морепро-

дукты, листья салата, молоко, напитки);
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•	имитаторы биологических жидкостей человека и объек
тов окружающей среды (питательный бульон рН 7,6, физио
логический раствор, коллоидный раствор крахмала и другие).

При подготовке проб, содержащих холерный вибрион, 
для обучения его индикации МФА, реакции непрямой гемаг-
глютинации (РНГА), а также выделения и идентификации 
V.  cholerae ускоренным и классическим бактериологиче
скими методами использовали авирулентные штаммы 
V. cholerae El Tor КМ 26, V. cholerae М-375 (170) серогруппы 
O139, а также V. cholerae non O1/O139 М-266 в концентра-
ции, достаточной для индикации методами лабораторной 
диагностики, регламентированными в действующих норма
тивно-методических документах.

При моделировании пробы из объектов окружающей 
среды (воды из поверхностных водоемов, сточных вод, смы-
вов с поверхностей), проб пищевых продуктов и части проб 
биологического материала («испражнения больного»), кото-
рые в реальных условиях содержат смесь микроорганизмов, 
помимо возбудителя холеры, добавляют «фоновые» микро-
организмы. В качестве «фона» используют микроорганизмы 
III–IV групп патогенности, например: Escherichia coli сommu­

nis, Staphуlococcus aureus, Staphуlococcus epidermidis и дру-
гие. Не рекомендуется использовать в качестве фоновых 
культур микроорганизмы родов Pseudomonas, Aeromonas 
в  связи с необходимостью дифференциации с V. cholerae 
(табл. 2).

Разработаны 11 проб-имитаторов для проведения практи-
ческих занятий учебного модуля по следующим темам: 

•	«Исследование клинического материала с подозрением 
на холеру» (испражнений, рвотных масс, желчи больного 
с подозрением на холеру); 

•	«Исследование объектов окружающей среды на холеру» 
(смыва, проб воды из поверхностного водоема, сточных вод); 

•	«Исследование пищевых продуктов на холеру» (пробы 
рыбы, молока, салата); 

•	«Иммунологические методы в схеме лабораторной диа-
гностики холеры»; 

•	«Комплексное исследование материала, подозритель-
ного на содержание возбудителя холеры. Контрольная бак-
териологическая задача». 

Таким образом, на основании проведенных исследований 
и многолетнего опыта работы сформирован набор учебных 

Таблица 1. Применение набора учебных штаммов на практических занятиях по микробиологии и лабораторной диагностике 
холеры

Тема Штамм
Изучение морфологических, культуральных, биологических, биохимических свойств Vibrio cholerae Vibrio cholerae El Tor КМ26

Vibrio cholerae M-375 (170) серогруппа O139
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266

Освоение определения подвижности холерного вибриона методами «висячей» и «раздавленной» капли Vibrio cholerae non O1/O139 М-266
Изучение морфологических и культуральных свойств Vibrio cholerae различных серогрупп 
и биоваров (демонстрация мазков с окраской по Граму и холерными флюоресцирующими 
иммуноглобулинами О1 и О139, посевов на плотные и жидкие питательные среды)

Vibrio cholerae cholerae 569B
Vibrio cholerae El Tor КМ26
Vibrio cholerae M-375 (170) серогруппа O139
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266
Escherichia сoli communis

Изучение агглютинабельности культур Vibrio cholerae холерными диагностическими 
сыворотками О1 и О139 в слайд-агглютинации и объемным методом

Vibrio cholerae El Tor КМ26
Vibrio cholerae M-375 (170) серогруппа O139

Освоение лабораторной диагностики холеры бактериологическим методом Vibrio cholerae El Tor КМ26 
Vibrio cholerae M-375 (170) серогруппа O139
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266
Escherichia сoli communis

Освоение методов специфической индикации возбудителя холеры (МФА, РИВ) Vibrio cholerae El Tor КМ26 
Vibrio cholerae M-375 (170) серогруппа O139

Освоение тестов дифференциальной диагностики Vibrio cholerae с другими представителями 
рода Vibrio, вызывающими у человека пищевые токсикоинфекции и острые кишечные инфекции 
и выделяемыми из воды открытых водоемов

Vibrio cholerae El Tor КМ26
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266
Vibrio parahaemolyticus 616 
Vibrio alginolyticus 143
Vibrio albensis 220

Освоение алгоритмов дифференциальной диагностики Vibrio cholerae с микроорганизмами, 
сходными по морфологическим, культуральным и некоторым биохимическим свойствам 
(оксидазоположительными) и выделяемыми из клинического материала от больных с острыми  
кишечными инфекциями и из объектов внешней среды

Vibrio cholerae El Tor КМ26
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266
Aeromonas hydrophila Р-4499
Plesiomonas shigelloides 101
Pseudomonas pseudoalcaligenes ВКМВ-1300 
Pseudomonas aeruginosa АТТС 27853

Освоение принципов дифференциальной диагностики Vibrio cholerae с возбудителями 
токсикоинфекций и острых кишечных инфекций семейства Enterobacteriaceae и Staphуlococcus aureus 
у человека 

Vibrio cholerae El Tor КМ26
Shigella sonnei 714
Salmonella paratyphi «В» М-53B (625)
Escherichia coli 1027 O 151
Escherichia сoli communis
Staphуlococcus aureus АТСС 6538 (209-Р)

Приготовление проб для занятий по теме «Комплексное исследование материала,  
подозрительного на наличие возбудителя холеры. Контрольная бактериологическая задача»

Vibrio cholerae El Tor КМ26
Vibrio cholerae М-375 (170) серогруппа O139
Vibrio cholerae non O1/O139 М-266
Aeromonas hydrophila Р-4499
Pseudomonas pseudoalcaligenes ВКМВ-1300 
Shigella sonnei 714
Salmonella paratyphi «В» М-53 (625)
Escherichia coli 1027 O 151
Escherichia сoli communis
Staphуlococcus aureus АТСС 6538 (209-Р)
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штаммов, который позволяет решить поставленные задачи: 
1) освоить в полном объеме регламентированные методы 
лабораторной диагностики холеры; 2) снизить вероятность 
лабораторного инфицирования возбудителем холеры обу-
чающихся на практических занятиях; 3) приобрести навыки 
работы с возбудителем холеры в соответствии с требовани-
ями безопасной работы с ПБА. 

Возможность реализации разнообразных образователь-
ных программ на базе ФКУЗ РосНИПЧИ «Микроб» Роспот
ребнадзора позволяет следовать принципу преемственно-
сти обучения специалистов методам лабораторной диагно-
стики холеры, начиная с курсов профессиональной перепод-
готовки по особо опасным инфекциям, в дальнейшем приоб-
ретая новые теоретические знания и умения на различных 
курсах повышения квалификации. Это необходимо для под-
готовки кадров, призванных обеспечивать комплекс меро-
приятий по эпиднадзору за холерой на территории РФ.

Литература

1. �Москвитина ЭА, Тюленева ЕГ, Кругликов ВД, Титова СВ, Водопьянов АС, 

Куриленко МЛ, и др. Холера: оценка эпидемиологической обстановки в мире 

и России в 2008–2017 гг. Прогноз на 2018 г. Проблемы особо опасных инфек-

ций. 2018;1:36-43. DOI: 10.21055/0370-1069-2018-1-36-43

2. �Еровиченков АА, Зверева НН, Сайфуллин МА, Околот НВ. Профилактика заво

зных инфекционных заболеваний у путешественников. Эпидемиология и вакци-

нопрофилактика. 2018;17(5):89-94. DOI: 10.31631/2073-3046-2018-17-5-89-95

3. �Чемисова ОС, Сагакянц ММ, Голенищева ЕН, Санамянц ЕМ. Оценка бактерицид-

ной активности дезинфекционных средств в отношении возбудителя холеры 

для деконтаминации судовых балластных вод. Инфекционные болезни: ново-

сти, мнения, обучение. 2018;7(3):15-9. DOI: 10.24411/2305-3496-2018-13002

4. �Смирнова НИ, Агафонова ЕЮ, Щелканова ЕЮ, Агафонов ДА, Краснов ЯМ, 

Ливанова ЛФ, Кутырев ВВ. Геномное разнообразие нетоксигенных штаммов 

Vibrio cholerae О1, выделенных на территории России и сопредельных стран. 

Молекулярная генетика, микробиология и вирусология. 2018;36(2):76-84. DOI: 

10.18821/0208-0613-2018-36-2-76-84

5. �Санитарно-эпидемиологические правила «Профилактика холеры. Общие 

требования к эпидемиологическому надзору за холерой на территории 

Российской Федерации». СП 3.1.1.2521-09

6. �Методические указания «Порядок организации и проведения лабораторной 

диагностики холеры для лабораторий территориального, регионального и 

федерального уровней». МУК 4.2.2870-11 

7. �Санитарно-эпидемиологические правила «Безопасность работы с микроорга-

низмами I–II групп патогенности (опасности)». СП 1.3.3118-13 

8. �Санитарно-эпидемиологические правила «Безопасность работы с микроорга-

низмами III–IV групп патогенности (опасности) и возбудителями паразитарных 

болезней». СП 1.3.2322-08 

9. �Методические указания «Лабораторная диагностика холеры». МУК 4.2.2218-07

References

1. �Moskvitina EA, Tyuleneva EG, Kruglikov VD, Titova SV, Vodop'yanov AS, Kurilenko 

ML, et al. Cholera: Assessment of Epidemiological Situation on Cholera around the 

World and in Russia in 2008–2017. Forecast for 2018. Problems of Particularly 

Dangerous Infection. 2018;1:36-43. DOI: 10.21055/0370-1069-2018-1-36-43 

(In Russian).

2. �Erovichenkov AA, Zvereva NN, Sayfullin MA, Okolot NV. Prevention of Imported 

Infectious Diseases in Travelers. Epidemiology and Vaccinal Prevention. 

2018;17(5):89-94. DOI: 10.31631/2073-3046-2018-17-5-89-95 (In Russian).

3. �Chemisova OS, Sagakyants MM, Golenishcheva EN, Sanamyants EM. Evaluation of 

the disinfectants bactericidal activity against the causative agent of cholera for the 

decontamination of ship''s ballast water. Infectious diseases: News, Opinions, 

Training. 2018;7(3):15-9. DOI: 10.24411/2305-3496-2018-13002 (In Russian).

4. �Smirnova NI, Agafonova EYu, Shchelkanova EYu, Agafonov DA, Krasnov YaM, 

Livanova LF, Kutyrev VV. Genomic diversity of non-toxigenic Vibrio cholerae O1 

strains, isolated in the territory of Russia and neighboring states. Molecular 

Genetics, Microbiology and Virology. 2018;36(2):76-84. DOI: 10.18821/0208-

0613-2018-36-2-76-84 (In Russian).

5. �Sanitary and Epidemiological Rules "Prevention of cholera. General requirements 

for epidemiological surveillance of cholera in the territory of the Russian 

Federation". SP 3.1.1.2521-09 (In Russian).

6. �Methodical Instructions "Order of the organization and carrying out laboratory 

diagnostics of cholera for laboratories of territorial, regional and federal levels". 

MUK 4.2.2870-11 (In Russian).

7. �Sanitary and Epidemiological Rules "Safety of work with microorganisms of I-II 

groups of pathogenicity (danger)". SP 1.3.3118-13 (In Russian).

8. �Sanitary and Epidemiological Rules "Safety of work with microorganisms of III-IV 

groups of pathogenicity (danger) and causative agents of parasitic diseases". SP 

1.3.2322-08 (In Russian).

9. �Methodical Instructions "Laboratory diagnostics of cholera". MUK 4.2.2218-07 

(In Russian).

Информация об авторах: 

Тихомирова Людмила Александровна, кандидат биологических наук, 
старший научный сотрудник отдела образовательных программ и подготовки 
специалистов ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный 
институт “Микроб”» Роспотребнадзора
Адрес: 410005, Саратов, ул. Университетская, 46
Телефон: (8452) 51-5230
Е-mail: rusrapi@microbe.ru

Попов Юрий Алексеевич, доктор биологических наук, профессор, 
главный научный сотрудник, исполняющий обязанности заведующего 
отделом образовательных программ и подготовки специалистов ФКУЗ 
«Российский научно-исследовательский противочумный институт “Микроб”» 
Роспотребнадзора
Адрес: 410005, Саратов, ул. Университетская, 46
Телефон: (8452) 51-5230
Е-mail: rusrapi@microbe.ru

Information about cauthors:

Lyudmila A. Tikhomirova, PhD (Biology), senior researcher of the department  
of educational programs and training of specialists, RusRAPI “Microbe”  
of the Rospotrebnadzor
Address: 46, Universitetskaya str., Saratov, 410005, Russian Federation
Phone: (8452) 51-52-30 
Е-mail: rusrapi@microbe.ru

Yuri A. Popov, PhD, DSc (Biology), professor, chief researcher, acting head  
of the department of educational programs and training of specialists, RusRAPI 
“Microbe” of the Rospotrebnadzor
Address: 46, Universitetskaya str., Saratov, 410005, Russian Federation
Phone: (8452) 51-5230 
Е-mail: rusrapi@microbe.ru

Таблица 2. Перечень микроорганизмов, рекомендуемых для 
использования при подготовке проб-имитаторов

Объекты исследования Наименование микроорганизмов
основные фоновые

Испражнения V. cholerae E. coli сommunis 
S. epidermidis

Рвотные массы V. cholerae S. epidermidis 
E. coli сommunis

Смыв с поверхности V. cholerae S. aureus 
S. epidermidis 
E. coli сommunis 
Вас. cereus

Проба воды из поверхностного 
водоема

V. cholerae non 
O1/O139 266-М

–

Проба сточных вод V. cholerae S. epidermidis 
E. coli сommunis 
Вас. cereus
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Сравнительное изучение антибактериальной 
активности бактериофага PA5 и полимиксина 
на модели летальной синегнойной инфекции 
у мышей
А.И.Борзилов, О.В.Коробова, Т.И.Комбарова, В.П.Мякинина,  
В.М.Красильникова, В.В.Верёвкин, Н.В.Воложанцев 

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

Распространение бактерий с множественной лекарственной устойчивостью является серьезной проблемой практиче-
ского здравоохранения. Эра эффективного использования классических антибиотиков в борьбе с бактериальными 
инфекциями уходит в прошлое. В настоящее время ведутся интенсивные поиски комбинированной антибиотикотера-
пии и новых антибактериальных препаратов, альтернативных антибиотикам. Заслуженный интерес у исследователей 
вызывают бактериофаги – вирусы бактерий, способные лизировать как антибиотикочувствительные, так и антибио-
тикорезистентные штаммы бактерий. В нашей работе мы исследовали лечебно-профилактическую эффективность 
литического бактериофага PA5 на двух моделях летальной синегнойной инфекции у мышей линии BALB/c – первич-
ного сепсиса и инфекции мягких тканей бедра. Полученные результаты показали, что при внутрибрюшинном введении 
фага в дозе 108 БОЕ в режиме профилактики выживаемость мышей с первичным синегнойным сепсисом достигает 
100%. При фаготерапии через 1,5 ч после инфицирования и далее в течение 5 дней лечебный эффект достигался 
в 70–80% случаев. Использование фага РА5 для профилактики и лечения синегнойной инфекции бедра не дало поло-
жительного терапевтического эффекта: все животные, зараженные внутримышечно культурой P. aeruginosa PAO1 или 
P. aeruginosa B1304, умирали на 1–6-е сутки. В то же время полимиксин B (10 мг/кг, 2 р/сут, 5 дней) защищал от гибе-
ли 100% мышей с первичным сепсисом и инфекцией мягких тканей бедра. 
Таким образом, по антибактериальной активности in vivo бактериофаг PA5 близок к антибиотику полимиксину, 
но только при профилактике и лечении синегнойного сепсиса у мышей. Фаг РА5 неэффективен при терапии летальной 
синегнойной инфекции бедра, тогда как антибиотик излечивает 100% мышей, инфицированных культурами штаммов 
P. aeruginosa PAO1 или P. aeruginosa B1304.
Ключевые слова: �Pseudomonas aeruginosa, синегнойная инфекция, мыши, бактериофаги, фаготерапия, полимиксин B
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Comparative study of antibacterial activities  
of bacteriophage PA5 and polymyxin on the model  
of lethal pseudomonas infection in mice

A.I.Borzilov, O.V.Korobova, T.I.Kombarova, V.P.Myakinina,  
V.M.Krasilnikova, V.V.Verevkin, N.V.Volozhantsev

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation

The spread of multiple drug resistant bacteria is a serious problem in practical healthcare. The era of effective use of classical 
antibiotics to combat bacterial infections is a thing of the past. Currently, intensive search for combined antibiotic therapy as 
well as novel alternative antimicrobials is underway. Of particular scientific interest are bacteriophages, bacterial viruses, 
capable of lysing both antibiotic-susceptible and -resistant bacterial strains. We studied a therapeutic – and- prophylactic effect 
of the lytic phage PA5 using two models of Pseudomonas aeruginosa lethal infection, primary sepsis and femoral soft tissue 
infection, in BALB/c mice. The preventive i/p injection of the phage at 108 PFU to mice with P. aeruginosa sepsis resulted in the 
100% survival of the mice. The 5-day therapeutic injection of the phage provided a therapeutic effect 1.5h after infection 
in 70–80% of cases. The phage PA5 used for preventing or treating Pseudomonas aeruginosa femoral soft tissue infection did 
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Г рамотрицательные бактерии Pseudomonas aeruginosa 
являются одной из основных причин внутрибольничных 

инфекций [1]. Они способны вызывать как локализованные, 
так и системные инфекции, включая гнойные воспаления 
ожоговых ран, пневмонию, абдоминальные инфекции, хро-
нические язвы и сепсис [2–5]. Наибольшему риску синегной-
ной инфекции подвержены люди с иммунодефицитом [1]. 
Наиболее часто синегнойная инфекция встречается в отде-
лениях интенсивной терапии, где ее доля среди бактериаль-
ных инфекций составляет от 8 до 20% [2–4]. По некоторым 
данным, P. aeruginosa является причиной 16% нозокомиаль-
ных пневмоний, 10% инфекций мочевыводящих путей, 10% 
послеоперационных инфекций и 4% бактериемий [5]. Этио
тропная терапия инфекций, вызываемых синегнойной 
палочкой, включает, как правило, использование β-лактам
ных антибиотиков, аминогликозидов, фторхинолонов, 
макролидов и колистина [6–9]. Широкое использование раз-
личных антибактериальных препаратов нередко приводит 
к появлению штаммов P. aeruginosa, устойчивых к лекарст
венным средствам [10–14], что затрудняет лечение синег-
нойной инфекции и ухудшает ее прогноз. Способность бак-
терий P. aeruginosa формировать биопленки также снижает 
эффективность антибиотикотерапии [15, 16].

В связи с этим в настоящее время ведутся поиск эффек-
тивных схем комбинированного применения антибиотиков и 
разработка новых антипсевдомонадных препаратов, альтер-
нативных антибиотикам [12, 17–19]. Одной из перспектив-
ных альтернатив антибиотикам являются вирусы бактерий 
(бактериофаги). В научных источниках встречается много 
сообщений о положительных результатах применения лити-
ческих бактериофагов для профилактики и лечения различ-
ных инфекций у лабораторных животных [20–24], в том 
числе вызываемых синегнойной палочкой [25–27]. 

Для оценки лечебной эффективности антибактериальных 
средств, направленных против P. aeruginosa, используют 
различные животные модели синегнойной инфекции. Одной 
из наиболее популярных является модель эксперименталь-
ной легочной инфекции мышей [17, 28–30]. В качестве экс-
периментальных животных используют инбредных и аут-
бредных иммунокомпетентных или иммунодепрессивных 
мышей. В качестве возбудителя экспериментальной синег-
нойной легочной инфекции часто выбирают общеизвестный 
штамм P. aeruginosa РАО1 или какой-либо клинический 
штамм. Заражающая доза патогена варьирует от 5 × 106 до 
5 × 108 КОЕ. 

Некоторые авторы описывают и успешно применяют 
на  практике модели раневой синегнойной инфекции [31] и 
синегнойной инфекции мягких тканей бедра [30, 32–34]. Для 
моделирования термической раны кожных покровов исполь-
зуют иммунокомпетентных животных, для воспроизведения 
инфекции бедра – мышей с индуцированной лейкопенией. 
Инфицированную рану кожных покровов получают путем 
аппликации культуры патогена на ожоговую поверхность. 
Инфекцию бедра воспроизводят путем введения культуры 
синегнойной палочки в бедренную мышцу мышей в дозе 
5 × 105–5 × 106 КОЕ. 

Эффективность противопсевдомонадных препаратов 
тестируют и на модели летального сепсиса у мышей [35]. 
Для подавления иммунитета мышам вместе с культурой 
патогена внутрибрюшинно вводят 5% муцин. В этом случае 
клетки P. aeruginosa быстро диссеминируют в организме по-
допытных животных, колонизируя паренхиматозные органы 
и вызывая бактериемию. Животные погибают в течение 
трех суток после заражения. Сепсис моделируют и на имму-
нокомпетентных мышах, однако в этом случае используют 
более вирулентные клинические штаммы, а заражающую 
дозу P. aeruginosa увеличивают до 107 КОЕ [36].

Цель работы – изучить антибактериальную активность 
in  vivo бактериофага РА5 в экспериментах по лечению 
острого синегнойного сепсиса и синегнойной инфекции 
бедра у мышей, вызываемых культурами штаммов 
P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa B1304.

Материалы и методы

Бактериальные культуры
Для моделирования экспериментальной синегнойной 

инфекции использовали культуры штаммов P. aeruginosa из 
Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 
клеточных культур «ГКПМ-Оболенск» – PAO1 (кат. № B-168) 
и B1304 (кат. № В-7708). Оба штамма чувствительны in vitro 
к цефтазидиму, цефепиму, имипенему, гентамицину, ципро
флоксацину и полимиксину B. P. aeruginosa B1304 устойчив 
к цефотаксиму и доксициклину. Штамм P. aeruginosa РАО1 
обладал промежуточной устойчивостью к цефотаксиму, 
амикацину и был нечувствителен к доксициклину. 

Питательные среды, антибиотики
Для культивирования штаммов синегнойной палочки 

использовали плотную питательную среду №1 ГРМ произ-
водства ФБУН ГНЦ ПМБ.

not produce a positive therapeutic effect, leading to death of all animals i/m infected with P. aeruginosa PAO1 or P. aeruginosa 
B1304 culture at day 1 or 6. Meantime polymyxin B (10 mg/kg, twice a day for 5 days) saved mice with sepsis or femoral soft 
tissue infection in 100% of cases.
Results conclude that the phage PA5 antibacterial activity in vivo is similar to that of polymyxin, but just in preventing and 
treating Pseudomonas aeruginosa sepsis in mice. The phage is ineffective in treating Pseudomonas aeruginosa lethal 
femoral infection, while the antibiotic cures mice infected with P. aeruginosa PAO1 or P. aeruginosa B1304 cultures in 100% 
of cases.
Key words: �Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas aeruginosa infection, mice, bacteriophages,  

phage therapy, polymyxin B

For citation: Borzilov A.I., Korobova O.V., Kombarova T.I., Myakinina V.P., Krasilnikova V.M., Verevkin V.V., Volozhantsev N.V. Comparative study 
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(In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2019-1-34-43
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LB-бульон (Hi-Media, Индия) использовали для наработки 
бактериофага РА5.

Веллобактин-В/Полимиксин-В («Бхарат Сирамс энд 
Ваксинс Лимитед», Индия) использовали в качестве эффек-
тивного антибиотика в экспериментах по лечению экспери-
ментальной синегнойной инфекции.

Выделение бактериофага РА5
Препарат бактериофага РА5 готовили из лизата бульон-

ной культуры штамма P. aeruginosa 1304. Культуру синегной-
ных бактерий выращивали в LB-бульоне при температуре 
37°C до логарифмической фазы роста. Затем добавляли 
бактериофаг в соотношении 1:10 по объему и продолжали 
инкубировать до полного просветления культуры. В фаголи-
зат вносили хлористый натрий до концентрации 1 М, инкуби-
ровали 2 ч в водяной бане при температуре 0°С и центрифу-
гировали (15 000 ×g, 10 мин при температуре 4°С). В супер-
натант добавляли полиэтиленгликоль (ПЭГ) 8000 до концен-
трации 10% и инкубировали 2 ч в водяной бане при темпе-
ратуре 0°С. Бактериофаги осаждали центрифугированием 
при 39 000 ×g в течение 10 мин при температуре 4°С. Осадок 
тщательно высушивали при комнатной температуре и суспен
дировали в физиологическом растворе. Титр фаговых час
тиц в препарате определяли методом Грациа [37].

Лабораторные животные 
В экспериментах in vivo в качестве модельных животных 

использовали белых мышей линии BALB/c (самцы/самки, 
18–22 г), выращенных в питомнике ФБУН ГНЦ ПМБ. 
Животных содержали в стандартных условиях в соответ-
ствии с международными нормами и требованиями. Мыши 
имели свободный доступ к воде и корму (ООО «Лабора
торкорм», Москва).

Животных размещали в поликарбонатных клетках Lab 
Products Inc. (США) группами не более шести особей в каж-
дой и проводили ежедневное ветеринарное наблюдение 
за ними. 

Моделирование синегнойного сепсиса у мышей
Бактериальные культуры готовили на физиологическом 

растворе, содержащем 2,5% муцин. Заражающие дозы 
штаммов РАО1 и В1304 составляли 10 ЛД50, что соответ-
ствовало ~8 × 104 КОЕ и ~6 × 105 КОЕ. Взвеси штаммов 
P.  aeruginosa вводили мышам внутрибрюшинно в объеме 
0,5 мл.

�Моделирование синегнойной инфекции  
мягких тканей бедра у мышей
Бедренную синегнойную инфекцию воспроизводили на 

мышах линии BALB/c с индуцированным иммунодефицитом. 
Для этого животным дважды вводили циклофосфамид 
(100  мг/кг, внутрибрюшинно) за 4 и 1 сут до заражения. 
Инокуляты культур синегнойной палочки вводили внутримы-
шечно (в левое бедро) в дозе 30 ЛД50: 3,3 × 105 КОЕ штамма 
P. aeruginosa РАО1 и 1,9 × 105 КОЕ штамма P. aeruginosa 
B1304. Вводимый объем инокулята – 50 мкл.

Бактериологический анализ биологических образцов
Обсемененность органов и тканей мышей бактериями 

P.  aeruginosa определяли количественным методом с под-
счетом числа клеток патогена в 1 г/мл образца. Для этого 
животных эвтаназировали углекислым газом, затем вскры-
вали в асептических условиях и отбирали печень и селезен-
ку целиком. Паренхиматозные органы взвешивали, а затем 

перетирали пестиком в стерильных фарфоровых ступках 
с добавлением кварцевого песка. В гомогенизаты добавля-
ли стерильный физиологический раствор (1–3 мл) и пере-
мешивали до получения однородной суспензии. Полученные 
суспензии (цельные и их десятикратные разведения) высе-
вали на поверхность плотной питательной среды. Образцы 
крови получали пункцией сердца эвтаназированных живот-
ных и смешивали с 3,7% цитратом натрия в соотношении 3:1. 
Кровь высевали на питательный агар ex tempore. Посевы 
инкубировали при температуре 37°С в течение 24 ч.

Лечение экспериментального синегнойного сепсиса
Мышей линии BALB/c, инфицированных внутрибрюшинно 

культурами штаммов P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa 
B1304, рандомизировали на равные экспериментальные и 
контрольные группы по 10 животных в каждой. Мышам из 
первой экспериментальной группы вводили бактериофаг 
РА5 внутрибрюшинно однократно в количестве 5 × 108 БОЕ 
за 1 ч до заражения (группа профилактики). Вторая группа 
животных получала препарат фага в той же дозе дважды 
в день на протяжении 5 сут. Лечение начинали через 1,5 ч 
после заражения синегнойной инфекцией. Третьей группе 
животных назначали подкожные инъекции полимиксина 
в  дозе 10 мг/кг дважды в сутки. Лечение начинали через 
1,5 ч после инфицирования и продолжали в течение 5 дней. 
Контрольная группа животных никаких антибактериальных 
препаратов не получала. 

Наблюдение за животными вели в течение 14 дней с мо-
мента заражения, отмечая случаи гибели животных. В конце 
указанного срока выживших мышей исследовали на носи-
тельство бактерий P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa B1304.

�Лечение экспериментальной  
синегнойной инфекции бедра
Мышей линии BALB/c с индуцированным иммуноде

фицитом и инфицированных в левое бедро культурами 
P.  aeruginosa РАО1 или P. aeruginosa B1304 делили 
на  4–5  экспериментальных групп случайным образом. 
Животные из 1-й группы за 1 ч до инфицирования однократ-
но внутрибрюшинно получали фаг PA5 в дозе 1 × 108 БОЕ 
(группа профилактики). Животных из 2-й группы начинали 
лечить бактериофагом РА5 через 1,5 ч после заражения 
дважды в день в течение 5 сут. Разовая доза фага состав-
ляла 1 × 108 БОЕ внутрибрюшинно. Мышам из 3-й группы 
давали фаг РА5 по той же схеме, но препарат вводили под-
кожно (только в случае штамма P. aeruginosa B1304). 
Бактериофаг вводили внутрибрюшинно в объеме 0,5 мл, 
а  подкожно – 0,2 мл. Животным из 4-й группы в течение 
5 дней после заражения назначали полимиксин В (10 мг/кг) 
дважды в сутки подкожно в объеме 0,2 мл. Контрольная 
группа мышей не получала антибактериальных препа
ратов. В течение 2 нед после заражения контролировали 
гибель животных в группах. В конце эксперимента оценива-
ли обсемененность паренхиматозных органов выживших 
животных бактериями P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa 
B1304.

Статистические методы
Статистическую обработку результатов (вычисление 

средних арифметических значений и стандартного отклоне-
ния) проводили с использованием статистических ресурсов 
программы Microsoft Excel 2010 и Statistica 10.
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Результаты и обсуждение

Характеристика бактериофага РА5
Бактериофаг PA5 выделен из сточных вод (г. Серпухов, 

Московская обл.) и депонирован в Государственную коллек-
цию патогенных микроорганизмов и клеточных культур 
«ГКПМ-Оболенск» (кат. № Ph-88).

На газоне индикаторных штаммов P. aeruginosa фаг об-
разует прозрачные негативные колонии диаметром 1–2 мм. 
Фаголизат, полученный при размножении бактериофага PA5 
на клетках штамма P. aeruginosa В1304, устойчив к хлоро-
форму и чувствителен к нагреванию (при температуре 55°С 
фаговые частицы инактивируются в течение 15 мин). Фаг 
хорошо сохраняется в лиофильно высушенном состоянии 
при температуре 4–8°С. Титр бактериофага PA5 при размно-
жении на жидких и плотных питательных средах составляет 
около 1010 бляшкообразующих единиц (БОЕ) в 1 мл фаголи-
зата. Бактериофаг PA5 обладает достаточно широким спек-
тром активности: лизирует около 30% клинических штаммов 
P. aeruginosa (N = 46), выделенных в различных стационарах 
лечебных учреждений (Серпухов, Челябинск, Вологда, 
Москва). 

Определена полная нуклеотидная последовательность ге
нома бактериофага PA5 (GenBank: KY000082). Геном пред-
ставлен линейной двунитевой ДНК размером 66 182  пары 
оснований (содержание G/C-пар – 55,5%), включает 101 откры
тую рамку считывания (ORF), кодирующую 24% белков 
с предсказанными функциями (структурные белки капсида 
и  хвостового аппарата, ферменты метаболизма ДНК, ком
поненты системы упаковки ДНК в капсид и лизиса бакте
риальной клетки) и 76% гипотетических пептидов с неуста-
новленными функциями. В геноме фага не выявлены гены 
резистентности к антибиотикам и какие-либо известные 
детерминанты вирулентности бактериальных патогенов. 
На основании данных секвенирования ДНК и сравнительно-
го геномного анализа бактериофаг PA5 отнесен к вирусам 
семейства Myoviridae, группе неклассифицированных фагов 
рода Pbunavirus (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/
Browser/wwwtax.cgi?id=1913570).

Развитие летального синегнойного сепсиса у мышей
Результаты изучения динамики развития сепсиса в орга-

низме мышей линии BALB/c показали, что уже через 1,5 ч 
наблюдается интенсивная диссеминации патогена. Концен
трация клеток P. aeruginosa PAO1 в селезенке, печени и 
легких составляла в среднем 6,3 × 103, 6,8 × 103 и 3 × 103 КОЕ/г 
соответственно (рис. 1A). В последующие 12 ч уровень  
обсемененности этих органов бактериями P. aeruginosa воз-
растал на три порядка и достигал значений 6,8 × 106, 
5,1 × 106 и 2,7 × 106 КОЕ/г. Бактериемия у инфицированных 
животных также быстро прогрессировала. Через 1,5 ч после 
заражения количество клеток синегнойной палочки в 1 мл 
крови в среднем равнялось 122 КОЕ/мл, а через 12 ч –  
1,7 × 105 КОЕ/мл.

Введение мышам культуры штамма P. aeruginosa В1304 
также приводило к быстрой диссеминации клеток патогена 
в организме животных. Через 1,5 ч после инфицирования 
уровень содержания синегнойной палочки в селезенке, пече
ни и легких составлял 1,8 × 104, 2,8 × 104 и 9,2 × 103 КОЕ/г 
соответственно (рис. 1Б). По истечении 12 ч эксперимен
тальной инфекции концентрация клеток патогена в этих 
органах увеличивалась до 1,7 × 107, 1,3 × 107 и 1,2 × 107 КОЕ/г 
соответственно. Септицемия у инфицированных мышей 
быстро прогрессировала в период с 1,5 до 12 ч после зара-
жения, возрастая с 1,2 × 103 до 1,1 × 106 КОЕ/мл. Все мыши, 
инфицированные культурой P. aeruginosa В1304, погибали в 
течение суток на фоне выраженного синегнойного сепсиса, 
что подтверждалось результатами бактериологического ис-
следования.

�Эффективность лечения летального  
синегнойного сепсиса у мышей
Результаты экспериментов по профилактике и лечению 

летального синегнойного сепсиса у мышей линии BALB/c, 
обусловленного внутрибрюшинным заражением культурами 
штаммов P. aeruginosa РАО1 и P. aeruginosa B1304 в дозе 
10  ЛД50, показали высокую специфическую активность 
бактериофага РА5. При однократном введении фага мышам 
за час до инфицирования (профилактика) все животные 
оставались живыми на протяжении всего срока наблюде-
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Рис. 1. Динамика колонизации клетками P. aeruginosa организма мышей после внутрибрюшинного введения в дозе 10 ЛД50.
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ния  (рис. 2). В то же время 100% мышей из контрольных 
групп умирали в течение суток. Все выжившие животные не 
были носителями бактерий P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa 
B1304. Количественный бактериологический анализ печени, 
селезенки, легких и крови мышей дал отрицательный 
результат.

Применение фага РА5 в режиме лечения (начало фаготе-
рапии через 1,5 ч после заражения) оказывало меньший 
эффект. Фаг защищал от гибели 80% мышей, инфицирован-
ных штаммом РАО1, и 70% мышей, зараженных штаммом 
В1304. Животные погибали в период со вторых по седьмые 
сутки. В органах погибших мышей была выявлена культура 
возбудителя синегнойной инфекции. В этих же органах был 
обнаружен в большом количестве фаг РА5.

В результате лечения бактериофагом РА5 у 4 из 8 выжив-
ших мышей была выявлена культура P. aeruginosa PAO1 
в селезенке и печени. Концентрация клеток патогена в этих 
органах варьировала от 1,5 × 103 до 8,1 × 105 КОЕ/г (табли-
ца). Культура, выделенная из органов мышей, была устойчи-
ва к литическому действию бактериофага РА5. 

Несмотря на то что фаг РА5 в режиме лечения защищал 
от гибели только 70% мышей, зараженных штаммом 
P. aeruginosa B1304, он более эффективно санировал орга-
низм животных. Все выжившие мыши были свободны от воз-
будителя экспериментальной инфекции.

Пятидневный курс антибиотикотерапии летального синег-
нойного сепсиса полимиксином дал абсолютный лечебный 
результат. Все мыши к концу срока наблюдения были живы 
и не являлись носителями P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa 
B1304.

�Развитие летальной синегнойной  
инфекции бедра у мышей
Исследование динамики развития данной инфекции 

на примере штамма P. aeruginosa В1304 показало, что рас-
пространение клеток патогена в организме мышей начина-
ется через некоторое время после внутримышечного зара-
жения (рис. 3). Бактериологический анализ органов и тканей 
мышей, проведенный через 1,5 ч после инфицирования, по-
казал наличие патогена только в месте введения. Концен
трация клеток P. aeruginosa В1304 в месте инъекции в это 
время составляла 2 × 105 КОЕ/г.

В течение первых 3 ч после заражения инфекция в основ-
ном локализовалась в мышечной ткани левого бедра, а затем 
происходило размножение синегнойной палочки в очаге 
воспаления, и через 36 ч ее количество в левом бедре 
достигало в среднем 1,4 × 109 КОЕ/г. 

В селезенке единичные клетки P. aeruginosa В1304 были 
выявлены через 3 ч после инфицирования у 40% мышей, 
а через 5 ч уже у 100% мышей селезенка была обсеменена 
возбудителем (от 6,0 × 102 до 1,4 × 103 КОЕ/г). Через 1,5 сут 
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Рис. 2. Эффективность бактериофага PA5 и полимиксина В при терапии экспериментального синегнойного сепсиса у мышей линии 
BALB/c (n = 10), вызванного внутрибрюшинным введением культур P. aeruginosa PAO1 и P. aeruginosa B1304 в дозе 10 ЛД50.

Таблица. Обсемененность печени, селезенки, легких и крови выживших мышей бактериями P. aeruginosa на 14-е сутки после 
внутрибрюшинного заражения в дозе 10 ЛД50 и последующего лечения

Группа Выжившие, % Санированные, % Носители 
P. aeruginosa, %

Количество клеток P. aeruginosa PAO1, LOG 10 КОЕ/г (мл)*
селезенка печень легкие кровь

P. aeruginosa PAO1
РА5, профилактика 100 100 0 0 (10/10)** 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)
РА5, лечение 80 40 40 4,8 ± 1,6 (4/8) 4,4 ± 1,7 (4/8) 0 (8/8) 0 (8/8)
Полимиксин 100 100 0 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)

P. aeruginosa B1304
РА5, профилактика 100 100 0 0 (10/10)** 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)
РА5, лечение 70 70 0 0 (7/7) 0 (7/7) 0 (7/7) 0 (7/7)
Полимиксин 100 100 0 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10) 0 (10/10)

*Среднее значение и стандартное отклонение. 
**Соотношение количества мышей с данным результатом бактериологического анализа к общему числу выживших животных.
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обсемененность ткани селезенки клетками P. aeruginosa 
В1304 возрастала в среднем до 2,5 × 107 КОЕ/г.

Бактериемия появлялась у 40% мышей через 3 ч после 
инфицирования и постепенно нарастала, достигая макси-
мального уровня к 36 ч – 1,2 × 104 КОЕ/г.

�Эффективность лечения летальной  
синегнойной инфекции бедра у мышей
Хороший лечебно-профилактический эффект бактерио-

фага РА5, полученный при экспериментальной терапии 
летального синегнойного сепсиса у мышей, не повторился, 
фаготерапия инфекции мягких тканей бедра оказалась 
неэффективной. Все мыши, инфицированные культурой 
штамма P. aeruginosa В1304 в дозе 30 ЛД50 и получавшие 
бактериофаг РА5 в качестве профилактики (за 1 ч до зара-
жения), умерли в течение 3 сут (рис. 4). 

Фаготерапию и антибиотикотерапию синегнойной инфек-
ции бедра у мышей начинали в ранние сроки инфекции, 
когда возбудитель локализовался только в месте введения 
(мышцах левого бедра), а бактериемии не наблюдалось. 
Пятидневный курс лечения фагом РА5 не дал положитель
ного результата: все животные пали ко 2-м суткам наблюде-
ния. Средний срок гибели (ССГ) cоставил 1,8 сут. При пятид-
невном подкожном введении препарата бактериофага также 
наблюдалась гибель 100% животных, но в этом случае ССГ 
увеличивался до 3,1 сут. Мыши из контрольной группы 
(без  лечения) погибали в течение первых двух дней сине
гнойной инфекции бедра. Из селезенки, печени, крови и 
тканей левого бедра всех павших животных была выделена 
культура синегнойной палочки. 

Лечение экспериментальной синегнойной инфекции 
бедра полимиксином было эффективным. На 14-й день 
после заражения выживаемость мышей, получавших анти-
биотик, составила 100%. Бактериологическое исследование 
печени, селезенки, крови и мягких тканей левого бедра 
(места введения культуры синегнойной палочки) выживших 
мышей не выявило культуры P. aeruginosa В1304. 

Экспериментальная синегнойная инфекция бедра у мышей, 
вызываемая внутримышечным введением летальной дозы 
(30 ЛД50) штамма P. aeruginosa РАО1, также не поддавалась 
фаготерапии (рис. 4). Все животные из групп профилактики 
и лечения умирали в течение 3 сут после заражения, а все 
контрольные животные погибали в период 24–48 ч. С другой 
стороны, антибиотикотерапия инфекции дала положитель-
ный результат. Через две недели после инфицирования 
100% животных оставались живыми и не являлись носителя-
ми P. aeruginosa РАО1. 

Для сравнительного изучения терапевтической эффек-
тивности бактериофага PA5 и полимиксина В мы исполь
зовали две модели синегнойной инфекции, поскольку 
P.  aeruginosa способна вызывать различные патофизио
логические изменения в организме хозяина в зависимости 
от локализации патогена. Мы выбрали модель острого сеп-
сиса и инфекцию мягких тканей бедра, которые заканчива-
ются быстрой гибелью экспериментальных животных. 
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Летальные модели инфекции позволяют наглядно оценить 
активность различных антимикробных препаратов in vivo по 
выживаемости подопытных животных. 

В качестве инфекционных агентов использовали широко 
применяемый штамм P. aeruginosa РАО1 и клинический изо-
лят – P. aeruginosa В1304. Мышей линии BALB/c заражали 
культурами этих штаммов в относительно невысоких дозах – 
8 × 104 и 6 × 105 КОЕ соответственно, поскольку использова-
ли мышей с повышенной чувствительностью к инфекции, 
вводя им внутрибрюшинно патоген вместе с муцином, кото-
рый подавляет активность макрофагов. Таким образом, мы 
хотели снизить токсическую нагрузку на организм животных 
в случае высокой антибактериальной активности испытуе-
мых препаратов. 

В наших экспериментах мы показали, что бактериофаг 
РА5, назначаемый внутрибрюшинно в дозе 5 × 108 КОЕ, 
эффективно защищает животных от гибели как в случае 
профилактики (однократно за час до заражения), так и при 
пятидневном лечении (начало терапии через 1,5 ч после 
заражения). Однако санирующее действие бактериофага 
РА5 зависело от штамма-возбудителя инфекции. Все вы-
жившие животные, зараженные культурой P. aeruginosa 
В1304, после курса фаготерапии не являлись носителями 
патогена, а в случае штамма P. aeruginosa РАО1 у половины 
выживших мышей из печени и селезенки была выделена 
культура возбудителя инфекции (таблица). Yun-Jeong Heo и 
соавт. [27] также использовали септическую модель синег-
нойной инфекции для оценки антибактериальной активно-
сти литических бактериофагов. При однократном внутри-
брюшинном введении иммунокомпетентным мышам фага 
МРК1 в дозе 2 × 107 БОЕ через 6 ч после внутрибрюшинного 
заражения культурой P. aeruginosa РАО1 100% мышей оста-
вались живыми в течение 48 ч. Интересно, что при внутри-
мышечном введении этого же бактериофага в той же дозе 
защитный эффект отсутствовал, что свидетельствует о важ-
ности выбора пути его введения. Очевидно, что при внутри-
брюшинном способе введения фаговые частицы быстрее 
находят клетки-мишени – синегнойные палочки.

Несмотря на лечебную эффективность бактериофага РА5 
при терапии острого сепсиса у мышей, мы не наблюдали 
положительного результата в случае лечения синегнойной 
инфекции бедра. Напротив, антибиотик полимиксин, обла-
дающий большей биодоступностью, излечивал подопытных 
животных с летальной синегнойной инфекцией мягких тка-
ней, вызываемой обоими использованными штаммами 
P. aeruginosa. Возможно, отсутствие положительного резуль
тата при фаготерапии бедренной инфекции у мышей связа-
но с плохой проникающей способностью этого фага в мягкие 
ткани. Ранее на аналогичной модели бедренной K. pneumo­
niae-инфекции нами было установлено, что бактериофаги 
способны проникать в очаг инфекции и эффективно лизиро-
вать культуру возбудителя. Так, например, клебсиеллезный 
бактериофаг KpV289 при внутрибрюшинном введении 
мышам (108 БОЕ) в режимах профилактики и лечения защи
щал от гибели 90–100% животных, инфицированных вну
тримышечно культурой штамма K. pneumoniae KPM9 в дозе 
100 ЛД50 [22]. Бактериологический анализ органов и тканей 
выживших животных показал, что под действием бактерио-
фага произошла элиминация клеток K. pneumoniae KPM9.

Заключение

Бактериофаг РА5 по лечебно-профилактическому дей-
ствию близок к высокоактивному антибиотику полимикси-
ну B при терапии летального синегнойного сепсиса. Прове
денные эксперименты показали, что однократное внутри-
брюшинное введение мышам линии BALB/c фага в режиме 
профилактики (за 1 ч до заражения) защищает от гибели 
100% животных. Пятидневный курс фаготерапии, начатый 
через 1,5 ч после заражения, защищает от гибели 70–80% 
мышей, в зависимости от штамма P. aeruginosa. Пяти
дневный курс лечения полимиксином дает 100% лечебный 
результат.

В отличие от полимиксина, бактериофаг РА5 неэффекти-
вен при профилактике и лечении летальной синегнойной 
инфекции бедра у мышей, что может объясняться низкой 
проникающей способностью этого фага в мышечную ткань 
инфицированных животных.
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Метаболическая регуляция микробиоты

Микробиота кишечника влияет на здоровье человека, но мы только на-
чинаем понимать взаимодействий между хозяином и микробом. Ученые 
изучили как эпителиальные клетки толстой кишки опосредуют симбиоз. 
Здоровые колоноциты поддерживают анаэробные условия в просвете 
кишечника, поскольку их метаболизм обеспечивает быстрое потребление 
кислорода. Такие условия селективны для облигатных анаэробных орга-
низмов. Как правило, это микроорганизмы, потребляющие пищевые во-
локна и производящие жирные кислоты с короткой цепью, полезные для 
хозяина. В случае изменения метаболизма колоноцитов – из-за болезней, 
диеты или других повреждений – эпителий становится оксигенированным. 
Присутствие кислорода способствует распространению факультативных 
аэробных организмов. Патогенные микроорганизмы, часто являются 
кислородно-толерантными, и результатом может быть дисбиоз. 
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Использование веб-ресурса  
«Center for Genomic Epidemiology» 
для изучения генома STEC штамма E. coli 
серотипа О101:Н33
Н.Н.Карцев, Ю.П.Скрябин, А.А.Кисличкина, А.Г.Богун, М.Е.Канашенко, Н.К.Фурсова, Э.А.Светоч

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

Гибридные (гетеропатогенные) штаммы диареегенных эшерихий, выделяемые от людей и животных, объединяют 
свойства разных патогрупп E. coli, что вызывает трудности в их диагностике и лечении. Такие штаммы представляют 
повышенную эпидемиологическую опасность, и их изучение является весьма актуальным. Онлайн-ресурс «Center for 
Genomic Epidemiology» (CGE) позволяет оценить патогенетическое и эпидемиологическое значение бактериальных 
патогенов, в том числе диареегенных эшерихий.
Анализ генома штамма E. coli 13573 О101:Н33 с помощью сервиса Virulence Finder 1.5 онлайн-ресурса «Center for 
Genomic Epidemiology» позволил установить в нем наличие генетических детерминант, ответственных за продукцию 
факторов патогенности, таких как глутаматдекарбоксилаза, система секреции третьего типа, сериновая протеаза, 
фактор повышенной устойчивости к бактерицидному действию сыворотки крови, аутотранспортер сериновой протеа-
зы энтеробактерий (SPATE), интимин, энтерогемолизин, шига-токсин 2 типа, Non-LEE кодируемый эффектор В, 
а  также термостабильный энтеротоксин est1а, что указывает на гибридную природу этого штамма (STEC/ETEC). 
У данного штамма определен сиквенс-тип – ST330.
Онлайн-ресурс CGE позволяет в короткие сроки определить факторы вирулентности и сиквенс-тип штамма, что может 
быть крайне важно при изучении вспышечных и спорадических случаев заболеваний эшерихиозами. Полученные 
данные свидетельствуют о большом генетическом разнообразии факторов патогенности у STEC-штаммов различных 
серотипов и позволяют глубже понять и объяснить связь генотипа патогена с его потенциальной опасностью для чело-
века и его клинической значимостью для инфекционистов.
Ключевые слова: диареегенные E. coli, гибридные штаммы, идентификация, гены вирулентности
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Use of the web-resource «Center for Genomic Epidemiology» 
for study of the STEC strain genome Escherichia coli

N.N.Kartsev, Yu.P.Skryabin, A.A.Kislichkina, A.G.Bogun, M.E.Kanashenko, N.K.Fursova, E.A.Svetoch

State Research Center for Applied Microbiology & Biotechnology, Obolensk, Russian Federation

Hybrid strains of DEC combine the properties of different pathogens of E. coli, which causes difficulties in their diagnosis and 
treatment, and also present an increased epidemiological hazard. A new method for conducting epidemiological studies of 
several relevant bacterial pathogens, including diarrhea, is the online resource Center for Genomic Epidemiology (CGE).
The analysis of the genome of E. coli strain 13573 serotype O101:H33 using VirulenceFinder 1.5 online resource Center 
for Genomic Epidemiology made it possible to establish in it the presence of genetic determinants responsible for the 
production of pathogenicity factors such as STEC: glutamate decarboxylase, secretion system third type, serine protease, 
a factor of increased resistance to the bactericidal action of blood serum, an autotransporter of serine protease 
enterobacteria (SPATE) of intimin, enterohemolysin, step type 2 toxin, and a non-LEE coded effector B and ETEC-gene 
thermostable enterotoxin est1a, indicating that the hybrid nature of this strain (STEC/ETEC). The sequence-type – ST330 
of this strain was determined.
The CGE online resource allows the identification of virulence factors and the sequence-type of the strain under investigation, 
which can be extremely important in the study of outbreaks and sporadic cases of diseases with escherichiosis. The obtained 
data testify to the great genetic diversity of pathogenicity factors in STEC strains of various serotypes and allow deeper 
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П атогенные штаммы Escherichia coli можно разделить 
на две группы: диареегенные E. coli (DEC), вызываю-

щие расстройства желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), и 
E.  coli, вызывающие внекишечные инфекции у человека и 
животных (ExPEC), включая сепсис, менингит и инфекцию 
мочевыводящих путей [1]. Группа DEC включает в себя семь 
основных патогрупп: энтеропатогенные E. coli (ЕРЕС), энте-
ротоксигенные E. coli (ЕТЕС), энтероинвазивные E. coli 
(EIEC), шига-токсин-продуцирующие E. coli (STEC), энтероа-
грегативные E. coli (EАgEC), диффузно-адгезивные E. coli 
(DAEC) и адгезивно-инвазивные E. coli (AIEC). Кроме того, 
в последние годы выявляются гибридные патотипы диарее-
генных эшерихий – энтероагрегативные геморрагические 
E. coli (EAHEC) и шига-токсин-продуцирующие энтеротокси-
генные E. coli (STEC/ETEC), представляющие определенные 
трудности в диагностике и лечении инфекций, вызываемых 
такими штаммами [2, 3].

Как показывают события последних лет, гибридные 
штаммы DEC представляют повышенную эпидемиологиче-
скую опасность [4]. Наиболее ярким примером инфекции, 
вызванной гибридным DEC штаммом, явилась крупная 
вспышка острой кишечной инфекции (ОКИ) в Германии 
в 2011 г., обусловленная мультирезистентным ЕАНЕС серо-
типа O104:H4, когда инфекцией были поражены более 
4000  человек, из которых 54 умерли [5, 6]. В 2009 г. было 
зарегистрировано 25 случаев гемолитико-уремического син-
дрома (ГУС) в Грузии. Во время вспышки были выделены 
два штамма E. coli серотипа О104:Н4, в которых были опре-
делены гены stx2a, характерные для ЕНЕС, и гены aggR и 
aatA, обнаруживаемые у EAgEC. Оба штамма были устойчи-
вы к ампициллину, стрептомицину, сульфизоксазолу и три-
метоприм/сульфометоксазолу. Один из них также был устой-
чив к триметоприму. В отличие от штаммов, выделенных в 
Германии в 2011 г., данные штаммы не обладали устойчиво-
стью к цефалоспоринам III поколения [7]. Спорадические 
случаи выделения EAHEC E. coli О104:Н4 от больных с ГУС 
описаны в Бельгии в 2013 г.: от 42-летней женщины, вернув-
шейся после отдыха в Тунисе, и от 14-летней девочки спустя 
неделю после отдыха в Турции. Оба штамма несли основ-
ные гены вирулентности STEC и EAgEC, идентичные «гер-
манским» штаммам, а именно: stx2a, aggR и aaiC [8]. В лите-
ратуре описано также выделение штаммов E. coli гибридных 
патогрупп STEC/ETEC от жвачных животных (овцы, козы) 
в Бангладеш [9], а также от ребенка в Финляндии [3]. Пред
ставленные выше материалы свидетельствуют о важности 
индикации, идентификации и изучения гибридных штаммов 
для науки и клинической практики.

В последние годы наиболее популярным и востребован-
ным методом изучения бактериальных патогенов является 

их полногеномное секвенирование (whole genome sequencing, 
WGS), используемое как в обычной диагностической прак-
тике, так и при ретроспективных исследованиях вспышеч-
ных случаев инфекций. Новым ресурсом, позволяющим 
оценить потенциальную эпидемиологическую опасность 
ряда актуальных бактериальных патогенов, в том числе диа-
реегенных эшерихий, является онлайн-ресурс «Center for 
Genomic Epidemiology» (CGE) (www.genomicepidemiology.org) 
[10, 11].

Онлайн-ресурс CGE призван решить задачу извлечения 
максимального количества полезной информации из боль-
шого массива данных полногеномного секвенирования 
в сжатые сроки, что позволяет использовать эту информа-
цию для нужд исследователей, эпидемиологов и клиници-
стов. Для достижения этой цели CGE предоставляет обще-
доступные и удобные в использовании веб-инструменты для 
оперативной обработки данных WGS и извлечения соответ-
ствующей информации: поиск, идентификация генетических 
детерминант антибиотикорезистентности – ResFinder, 
ResFinderFG, KmerResistance; предсказание патогенности 
бактерий для человека и идентификация генов вирулентно-
сти – PathogenFinder, VirulenceFinder, SPIFinder; выявление 
сайтов рестрикции-модификации – Restriction-Modifica
tionFinder; генотипирование штаммов – MLST, PlasmidFinder, 
pMLST, KmerFinder, spaTyper, FimTyper, MyDbFinder, 
MyKmerFinder, DeHumanizer; идентификация штаммов – 
SpeciesFinder, Reads2Type, Tapir; серотипирование – 
SeroTypeFinder, SeqSero; филогенетический анализ – 
CSIPhylogeny, NDtree, snpTree; сборка генома – Velvet 
Assembly, SPAdes Assembly [12].

Цели исследования – идентификация генов вирулент-
ности и определение сиквенс-типа у энтерогеморраги
ческого штамма E. coli серотипа О101:Н33 с помощью 
онлайн-ресурса «Center for Genomic Epidemiology» (www.
genomicepidemiology.org). 

Материалы и методы

Штамм E. coli 13573 серотипа О101:Н33, депонированный 
в «ГКПМ-Оболенск» под номером B-7615, был выделен 
из сырого молока во время вспышки геморрагического ко-
лита (ГК) и ГУС летом 2013 г. в Санкт-Петербурге [13].

Полногеномное секвенирование штамма E. coli 13573 
серотипа О101:Н33 было осуществлено на платформе 
Illumina MiSeq с использованием наборов Nextera DNA 
Library Preparation Kit и MiSeq Reagent Kits v2 согласно 
рекомендациям производителя. Полученные единичные 
прочтения были собраны в контиги при помощи програм-
мы SPAdes 3.9.0. (http://bioinf.spbau.ru/en/spades). Выравни

understanding and explanation of the association of the pathogen genotype with its potential danger to humans and its clinical 
significance for infectionists.
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вание последовательностей ДНК осуществляли с помощью 
программы Vector NTI Advance 11.5 (Invitrogen, США). 
Определение генетических детерминант вирулентности и 
«генов домашнего хозяйства» в сборке генома штамма 
E.  coli 13573 осуществляли с помощью онлайн-сервисов 
VirulenceFinder 1.5 и MLST 1.8 (https://cge.cbs.dtu.dk/
services/).

Результаты и обсуждение

Анализ генома штамма E. coli 13573 О101:Н33 с помо-
щью сервиса VirulenceFinder 1.5 (https://cge.cbs.dtu.dk/
services/VirulenceFinder/) онлайн-ресурса «Center for 
Genomic Epidemiology» позволил установить в нем наличие 
генетических детерминант, ответственных за продукцию 
факторов патогенности, таких как глутаматдекарбоксила-
за, система секреции третьего типа, сериновая протеаза, 
фактор повышенной устойчивости к бактерицидному дей-
ствию сыворотки крови, аутотранспортер сериновой про-
теазы энтеробактерий (SPATE) интимина, энтерогемоли
зина, шига-токсина 2  типа, а также Non-LEE кодируемый 
эффектор В (табл. 1). 

Как следует из таблицы, в геноме штамма E. coli 13573 
О101:Н33 установлено присутствие генов eae, stx2, ehxА, 
характерных для ЕНЕС, и гена est1а, характерного для 

ETEC. Интересно, что ген nleB более характерен для типич-
ных штаммов патогруппы EPEC (tEPEC) [14].

Необходимо отметить, что ген термостабильного энтеро-
токсина est1а в штамме E. coli 13573 является дефектным, 
так как по сравнению с референс-последовательностью 
гена est1а штамма E. coli EC2173 (GenBank AJ555214) он 
имеет делецию нуклеотида A в положении 147, приводящую 
к формированию стоп-кодона, а также 10 нуклеотидных 
замен C10T, T57C, T61A, C62A, A64G, C73G, G105C, G118A, 
C162T, C200T, приводящих к аминокислотным заменам: 
Ser21Lys, Tre22Ala, Leu25Val, Glu35Asp, Asp40Asn, Lys49Asn, 
Ser50Gln, Glu51Lys и Asn52Ile. Полностью идентичная струк-
тура гена est1а описана у гибридного штамма STEC/ETEC 
IH53473 серотипа O101:H33 в работе O.Nyholm и соавт., 
2015 [3] (рисунок).

Таким образом, присутствие в геноме E. coli 13573 
О101:Н33 набора факторов вирулентности представителей 
двух патогрупп: STEC – генов eae, stx2a, ehxА и ETEC – гена 
est1а указывает на гибридную природу этого штамма. 
Происхождение подобных гибридных штаммов и их роль 
в патогенезе заболеваний, вызываемых ими, на сегодня до 
конца не выяснены.

Для дальнейшей характеристики штамма STEC 13573 
был использован метод мультилокусного сиквенс-типиро
вания (MLST). MLST-анализ штамма E. coli 13573 О101:Н33 
по схеме базы данных «MLST Databases at UoW» с исполь-
зованием сервиса MLST 1.8 онлайн-ресурса CGE позволил 
отнести этот штамм к сиквенс-типу ST330 (ST комплекс 10). 
Следует отметить, что до нашего исследования сиквенс-тип 
ST330 был представлен в этой базе данных всего двумя 
штаммами: одним STEC-штаммом E. coli 3311 и одним гете-
ропатогенным UPEC-штаммом E. coli ABU 10084/97. Как и 
штамм E. coli серотипа O101:H33, исследованный нами, 
штамм ABU 10084/97 продуцировал шига-токсин типа 2 и 
интимин, но при этом являлся возбудителем инфекции моче-
выводящих путей у человека [15]. Сиквенс-тип ST330 также 
был определен у гибридного штамма STEC/ETEC серотипа 
O101:H33 в работах O.Nyholm и соавт., 2015 [3]. 

В связи с вышеизложенным можно сделать предположе-
ние, что сиквенс-тип ST330, принадлежащий к ST-комплексу 
10, является характерным для гибридных гетеропатогенных 
штаммов E. coli. Здесь же следует заметить, что к ST-комп
лексу 10 относятся штаммы ETEC серотипа О101:K30:K99 

Таблица 1. Гены вирулентности штамма E. coli 13573 серотипа О101:Н33

Фактор вирулентности Идентичность, % Образец/референс, п.н. Функция белка Референс-номер
tir 99,70 1650/1650 Транслоцирующийся белок-рецептор интимина AJ633130
ehxA 99,90 2997/2997 Энтерогемолизин EF204923
gad 99,89 1401/935 Глутаматдекарбоксилаза U00096
est1a 94,98 219/219 Термостабильный энтеротоксин ST-Ia AJ555214
nleB 100,00 990/990 Non-LEE кодируемый эффектор В AF453441
espA 99,83 579/579 Система секреции III типа AJ633130
espF 100,00 624/624 Система секреции III типа AJ633130
stx2B 100,00 270/270 Шига-токсин 2, субъединица B, вариант a AE005174
espI 100,00 4092/4092 Аутотранспортер сериновой протеазы энтеробактерий (SPATE) AP010958
espP 98,05 3903/3903 Плазмидная внеклеточная сериновая протеаза GQ259888
iss 97,96 294/294 Повышенная устойчивость к сыворотке крови CP001509
stx2A 100,00 960/960 Шига-токсин 2, субъединица A, вариант a AY143336
eae 93,14 2820/1808 Интимин FM180568
Stx-голотоксины
stx2 100,00 1241/1241 O157 SF-3573-98, вариант a AB030484

Рисунок. Выравнивание нуклеотидных последовательностей 
гена est1а штаммов E. coli EC2173, E. coli 13573 и E. coli IH53473.
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(сиквенс-тип ST10), выделенные от телят в Канаде в 1982–
1996 гг., а также штаммы ЕНЕС серотипа О101:Н- и EAgEC 
серотипа О101:Н5, выделенные от свиней и человека в Ита
лии и Великобритании соответственно (http://mlst.warwick.ac.
uk/mlst/dbs/Ecoli) (табл. 2). На дату 03.05.2017 г. в базе данных 
«EnteroBase» (http://enterobase.warwick.ac.uk/species/index/
ecoli) аннотированы еще три штамма E. coli сиквенс-типа 
ST330, выделенные в Дании, США и Великобритании, по-
следний из которых относится к серотипу O101:H33. Эти 
факты указывают на генетическую лабильность штаммов 
E. coli серогруппы О101, которая обеспечивает их принадлеж-
ность к различным патогруппам. Изучение генетических осо-
бенностей гетеропатогенных (гибридных) штаммов E. coli, их 
вирулентного потенциала и филогенетических связей позво-
ляет, на наш взгляд, глубже понять эволюционные механизмы 
формирования патогенных биологических агентов и, возмож-
но, предсказывать появление новых вариантов эшерихий, 
патогенных для человека и животных, а также своевременно 
разрабатывать средства их диагностики.

Полученные данные свидетельствуют о большом генети-
ческом разнообразии факторов патогенности у STEC-
штаммов различных серотипов и позволяют глубже понять и 
объяснить связь генотипа патогена с его потенциальной 
опасностью для человека и его клинической значимостью 
для инфекционистов. Обнаружение у больных геморрагиче-
ским колитом STEC-штаммов новых серо- и генотипов ука-

зывает на необходимость проведения более углубленных 
исследований этиологической структуры ГК, обращая более 
пристальное внимание на другие, не-О157 STEC-серогруппы, 
циркулирующие на территории РФ. 

Онлайн-ресурс CGE позволяет в короткие сроки опреде-
лить факторы вирулентности и сиквенс-тип изучаемого штам
ма, что может быть крайне важно при изучении вспышечных 
и спорадических случаев заболеваний эшерихиозами.
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тип

Источник 
выделения

Год Город Страна Патотип Серотип/
Серогруппа

Заболевание Автор

B-7615/ NK_13573* ST10 
Cplx 330 Молоко 2013 Санкт-

Петербург
Российская 
Федерация EHEC O101:H33 Гемоколит Н.Н.Карцев 

B-7614/ NK_85-50* ST10 
Cplx 330 Фекалии 2013 Санкт-

Петербург
Российская 
Федерация EHEC O101:H33 Гемоколит Н.Н.Карцев 

ABU 10084/97 ST10 
Cplx 330 Человек  НД Германия UPEC НД ABU U.Dobrindt

3311 ST10 
Cplx 330 Домашний 

скот  НД НД Англия STEC НД НД НД

490 ST10 
Cplx 10 Корова 1984 Онтарио Канада ETEC O101:K30:K99 Диарея C.Gyles

505 ST10 
Cplx 10 Корова 1982 Онтарио Канада ETEC O101:K28:K99 Диарея C.Gyles

M613 ST10 
Cplx 10 Корова 1996 Онтарио Канада ETEC O101:K30:K99 Диарея C.Gyles 

H131720388 ST10 
Cplx 10 Человек 2013 НД Велико

британия EAEC O101:H5 Диарея Chattaway

1116 ST10 
Cplx 10 Человек 2007 НД Бангладеш EAEC H33 Диарея Chattaway

IMT2105 НД 117 Домашняя 
птица 1999 НД Германия APEC O101:K32:H- Септицемия L.Wieler, 

C.Ewers

2392-1 ST165 
Cplx 382 Человек НД НД Бразилия EPEC O101:H33 Диарея Gomes

Ecl1 НД 693 Человек НД НД Индия Unknown O101 Инфекция 
МВП НД

IMT14112 НД 744 Индейка 2007 НД Германия APEC O101:Hn.t. Колибациллез НД
CG57 НД 762 Корова 1984 Онтарио Канада ETEC O101:K28:K99:NM Диарея C.Gyles

ED53 ST10 
Cplx 10 Свинья 1993 НД Италия EHEC O101:H- НД H.Karch

KTE71 ST10 
Cplx 330 Человек 2010 НД Дания НД НД НД Broad 

Institute

PNUSAE003642 ST10 
Cplx 330 НД НД НД США НД НД НД CDC

207516 ST10 
Cplx 330 Человек 2016 НД Велико

британия НД O101:H33 НД Public Health 
England

НД – нет данных; * – название штаммов в базах данных «MLST Databases at UoW» и «EnteroBase».
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Новые диагностические инструменты CRISPR-Cas

Открытие новых систем CRISPR-Cas обеспечило захва-
тывающие возможности для инноваций за последние не-
сколько лет. Продолжение исследований вновь открытых 
систем, несомненно, позволит обнаружить более полезные 
ферменты, которые могут быть использованы для улучше-
ния чувствительности или стабильности современных диа-
гностических инструментов. Тем не менее инструменты 
могут быть уже достаточно зрелыми для реализации и кли-
нических испытаний. Возможность использования этих 
типов тестов для быстрой диагностики может оказать 
огромное влияние в местах оказания медицинской помо-
щи, включая раннее обнаружение вирусных вспышек для 
обеспечения своевременного реагирования общественно-
го здравоохранения.

Как и при редактировании генома, эти новые диагностические инструменты CRISPR-Cas готовы революционизировать 
доступность быстрой, чувствительной и точной диагностики инфекционных и генетических заболеваний для людей 
во всем мире.

Sashital D.G. 
Pathogen detection in the CRISPR–Cas era.

Genome Medicine. 2018;10(1):32.
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Межродовая конкуренция при формировании 
сложной биопленки Vibrio сholerae 
и аутохтонной микрофлоры водоемов 
на хитиновом панцире речного рака
Е.А.Меньшикова, Е.М.Курбатова, С.О.Водопьянов, С.В.Титова, А.В.Миронова 

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

В статье приведены данные по изучению влияния температуры на межродовую конкуренцию Vibrio choleraе и пред-
ставителя аутохтонной микрофлоры поверхностных водоемов г. Ростова-на-Дону Aeromonas hydrophila на хитине 
речного рака. Большинство исследований посвящено изучению моновидовой биопленки, в то время как в природе, 
как правило, в биопленках сосуществуют несколько видов микроорганизмов в виде единого сообщества. 
Для оценки способности холерных вибрионов преодолевать антагонизм со стороны конкурирующего штамма при 
формировании сложной биопленки на хитиновом панцире речного рака был разработан доступный метод определе-
ния коэффициента ингибиции (КИ), основанный на конкурентной активности холерных вибрионов при совместном 
культивировании с аутохтонной микрофлорой поверхностных водоемов как в планктонной форме, так и в составе 
биопленок. С помощью этого метода установили, что при 10°C холерные вибрионы не способны конкурировать с гете-
рологичным штаммом и образовывать биопленку на хитиновом панцире речного рака. В условиях, моделирующих 
весеннюю температуру в водоемах (15°C), холерные вибрионы преодолевали антагонистическое действие конкурент-
ного штамма при формировании сложной биопленки и в планктонной форме. При температуре 28°С V. сholerae спо-
собны подавлять штамм-конкурент при формировании биопленки как на поверхности хитина, так и в супернатантах 
над хитиновыми пластинами. Повышением температуры воды поверхностных водоемов и, как следствие, возрастани-
ем антагонистической активности холерных вибрионов при межродовой конкуренции, вероятно, можно объяснить тот 
факт, что холерные вибрионы теперь можно обнаружить в тех областях, где они ранее не выделялись. 
Ключевые слова: �коэффициент ингибиции, хитиновый панцирь, биопленка, температура среды культивирования, 
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Intergenus competition in the formation of a complex 
biofilm of Vibrio cholerae and autokhtonic microflora 
of waters on the chitin panzer of crayfish

E.A.Menshikova, E.M.Kurbatova, S.O.Vodopyanov, S.V.Titova, A.V.Mironova 

Rostov-on-Don Anti-plague Institute of Rospotrebnadzor, Rostov-on-Don, Russian Federation

The article presents data on the effect of temperature on the intergeneric competition of Vibrio cholerae and the representative 
of the autochthonous microflora of surface water bodies of the city of Rostov-on-Don Aeromonas hydrophila on chitin of crayfish. 
Most studies are devoted to the study of monovid biofilms, while in nature, as a rule, several types of microorganisms coexist 
in biofilms as a single community.
To assess the ability of Vibrio cholerae to overcome antagonism from a competing strain in the formation of a complex biofilm 
on the chitinous shell of a crayfish, an accessible method was developed for determining the competitive activity (inhibition rate) 
of Vibrio cholerae when co-cultivated with surface autochthonous microflora in both planktonic form and in composition biofilms. 
Using this method, it was established that at 10°C, Vibrio cholerae are not able to compete with the heterologous strain and 
form a biofilm on the chitinous shell of crayfish. Under conditions simulating spring temperature in water bodies (15°C), Vibrio 
cholerae overcame the antagonistic action of a competitive strain in the formation of a complex biofilm and in planktonic form. 
At a temperature of 28°C, V. сholerae is capable of suppressing a competing strain in the formation of a biofilm both on the 
surface of chitin and in the supernatants above the chitinous plates. The increase in water temperature in surface water bodies 
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Н а сегодняшний день известно, что большинство бакте-
рий существуют в природе как в виде отдельных кле-

ток, так и в виде специфически организованных комплексов 
со сложной трехмерной архитектурой и ярко выраженной 
коммуникацией – биопленок. Такая форма существования 
предоставляет бактериям массу преимуществ в условиях 
воздействия неблагоприятных факторов внешней среды и 
организма-хозяина [1, 2].

Способность холерных вибрионов образовывать биопленки 
привлекает внимание ученых у нас в стране и за рубежом. 
Однако механизмы, поддерживающие существование энде-
мичных по холере территорий, пока полностью не определены 
[3–5]. Одним из важнейших свойств вибрионов является их 
способность противостоять неблагоприятным факторам окру-
жающей среды, в том числе меж- и внутривидовой конкурен-
ции. Попадая в окружающую среду, вибрионы взаимодейству-
ют прежде всего с микробным сообществом, которое является 
первичным звеном любых биоценозов и экосистем. Большин
ство исследований посвящено изучению моновидовой био-
пленки, в то время как в биопленках естественного происхо-
ждения сосуществуют несколько видов микроорганизмов 
в  виде единого сообщества. Установлено, что в биопленке 
физиологические процессы бактерий (продукция метаболи-
тов и биологически активных веществ) отличаются от таковых 
в  чистых планктонных культурах бактерий [6, 7]. Взаи
модействие между микроорганизмами в биопленке может 
носить как антагонистический (конкуренция за питательные 
вещества), так и синергический характер [8, 9]. Следует от-
метить, что влияние абиотических и биотических факторов 
на формирование холерным вибрионом биопленки и их взаи-
моотношения с различными представителями водной биоты 
до настоящего времени изучены недостаточно, так как любое 
изменение одного из этих факторов может существенно вли-
ять на структуру и динамику сообщества биопленки. 

Целью работы явилось изучение влияния температуры 
на  формирование сложной биопленки на хитиновом пан
цире речного рака и межродовую конкуренцию V. сholerae 
с представителем аутохтонной микрофлоры поверхностных 
водоемов.

Материалы и методы

Для изучения влияния температуры на образование слож-
ной биопленки холерными вибрионами и аутохтонной ми-
крофлорой поверхностных водоемов г. Ростова-на-Дону был 
разработан простой и удобный метод на хитине речного 
рака Astacus astacus. Метод отвечает всем требованиям 
биологической безопасности [10]. 

В работе использовали штаммы V. choleraе El Tor Р-19613 
ctxАВ+ (2014 г.), Р-20000 ctxАВ– (2016 г.), V. choleraе 

nonO1/nonО139 Р-30 ctx– (2017 г.) и штамм Aeromonas 
hydrophila, изолированные из рек Дон и Темерник г. Ростова-
на-Дону в ходе мониторинговых исследований проб воды. 

Суточные культуры холерных вибрионов и A. hydrophila, 
выращенные на агаре Мартена рН 7,4 ± 0,2 при температуре 
37°С, суспендировали в физиологическом растворе рН 7,2 и 
засевали в равных количествах в 30 мл стерильной речной 
воды, содержащей фрагменты хитинового панциря речного 
рака размером 0,5 × 0,5 см и весом 100 ± 0,2 мг до конечной 
концентрации 104 м.к./мл. В качестве контролей использо
вали монокультуры в тех же концентрациях и условиях. 
Опытные и контрольные пробы культивировали при темпе-
ратуре, соответствующей условиям окружающей среды 
(10°С – осень, 15°С – весна и 26–28°С – лето). 

Для постановки полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
фрагменты хитина извлекали стерильным пинцетом, 
промывали физиологическим раствором от несвязавшихся 
клеток и вносили в стандартные пробирки эппендорф ем
костью 1,5 мл с 1,0 мл физраствора. Для подсчета вибрио-
нов в планктонной форме методом ПЦР отбирали по 300 мкл 
супернатанта над хитиновыми фрагментами. Лизис клеток 
биопленки проводили путем прогревания в течение 30 мин 
при 99°С на термостате «Термит». Полученные препараты 
использовали для постановки ПЦР в формате реального 
времени со специфическими праймерами к гену hlyА [11]. 
Учет реакции проводили по наличию или исчезновению 
полосы специфического ампликона, характерного для каж-
дого штамма вибрионов. Наличие/отсутствие роста иссле-
дуемых штаммов параллельно подтверждали бактерио
логическим методом, используя методику истощающих от-
печатков хитиновых пластинок на поверхности плотных 
питательных сред. Высевы проводили ежедневно в течение 
первой недели, затем один раз в неделю в течение 28 сут 
(период наблюдения).

Результаты и обсуждение

Для оценки способности холерных вибрионов преодоле-
вать антагонизм со стороны конкурирующего штамма при 
формировании сложной биопленки на хитиновом панцире 
речного рака нами был введен показатель «коэффициент 
ингибиции» (КИ), который рассчитывали как отношение 
количества копий ДНК исследуемого штамма V. choleraе 
в присутствии гетерологичного штамма-конкурента в соста-
ве сложной биопленки к количеству копий ДНК того же 
штамма холерных вибрионов, культивируемого как моно-
культура. Аналогично рассчитывали КИ холерных вибрионов 
в планктоне. В условиях, моделирующих температуру воды 
осенью в водоемах г. Ростова-на-Дону (10°С), установили, 
что КИ нетоксигенного штамма холерных вибрионов в био-

and, as a result, an increase in the antagonistic activity of Vibrio cholerae during intergeneric competition, explains the fact that 
Vibrio cholerae can now be found in areas where they have not previously been identified. 
Keywords: inhibition coefficient, chitin shell, biofilm, temperature of culture medium, Vibrio cholera
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пленке на 21-е сутки культивирования уменьшился в 2 раза, 
в планктонной форме – в 6 раз по сравнению с  исходной 
концентрацией в опытных пробах. При высеве на агаровые 
среды установили, что в супернатантах над хитином штам-
мы холерных вибрионов перестали высеваться на  8-е, 
а в отпечатках хитиновых пластин на плотных питательных 
средах – на 14-е сутки. В то же время, по данным ПЦР, 
специфическая ДНК в этих пробах сохранялась до 21 дня. 
Возможным объяснением данного факта является переход 
вибрионов в этот период в некультивируемое состояние [12]. 
В контрольной пробе (моновидовая биопленка) единичные 
колонии в отпечатках хитиновых пластин на плотных пита-
тельных средах сохранялись до 17 сут, в планктоне – 
до 14 сут соответственно. 

Концентрация гетерологичного штамма A. hydrophila как в 
контрольной, так и в опытной пробе оставалась на уровне 
n × 106–107 КОЕ/мл в планктоне и в биопленке соответствен-
но весь срок наблюдения (28 дней). 

В условиях, моделирующих температуру воды в водоемах 
весной (15°С), холерные вибрионы были способны конкури-
ровать с A. hydrophila при формировании сложной биоплен-
ки. КИ холерных вибрионов к 28-м суткам культивирования 
в сложной биопленке на хитине речного рака увеличился 
у  ctxАВ+ с 0,03 (1-е сутки) до 0,14 (28-е сутки), ctxАВ– – 
с 0,6 до 1,7 и V. choleraе nonO1/nonО139 ctx– – с 5,4 до 5,7. 
В супернатантах над хитином КИ токсигенного штамма был 
выше, чем в биопленке, и увеличился от 0,13 до 0,21 соот-
ветственно; у нетоксигенного штамма был ниже, чем в био-
пленке: от 0,5 в первые сутки до 0,9 на 28-е сутки. У холерных 
вибрионов неО1/неО139 КИ в планктонной форме увеличил-
ся от 7,5 до 23. Концентрация A. hydrophila к 28-м суткам 
культивирования уменьшилась и составляла 1 × 103 КОЕ/мл 
в планктоне и в биопленке против 1 × 107 КОЕ/мл в контроль-
ной пробе.

В условиях, моделирующих температуру водоемов 
в реках Дон и Темерник летом (28°С), на хитиновых пласти-
нах и в супернатанте над хитином холерные вибрионы на 
14-е сутки совместного культивирования практически пол-
ностью подавили рост A. hydrophila. В контрольных пробах 
(без присутствия холерных вибрионов) концентрация A. hyd­
rophila сохранялась на одном уровне с незначительными 
изменениями в пределах одного порядка (106–107 м.к./мл) 
весь период наблюдения. КИ штаммов V. choleraе О1 как в 
биопленке, так и в планктоне к концу периода наблюдения 
или оставался на уровне первоначальных значений, или не-

значительно снижался (таблица). Снижение КИ в обеих 
формах существования холерных вибрионов, возможно, 
объясняется отсутствием штамма-конкурента в среде куль-
тивирования, что подтверждалась бактериологическими 
высевами.

Таким образом, разработан доступный метод определе-
ния конкурентной способности (КИ) холерных вибрионов 
при совместном культивировании с аутохтонной микрофло-
рой поверхностных водоемов как в планктонной форме, так 
и в составе биопленок. Экспериментально установлено, что 
температура среды культивирования влияла на конкуренто-
способность холерных вибрионов в свободной (планктон-
ной) форме и при формировании сложной биопленки на 
хитиновом панцире речного рака. При 10°C холерные ви-
брионы не способны образовывать биопленку на хитиновом 
панцире речного рака и, соответственно, конкурировать 
с  гетерологичным штаммом. В условиях, моделирующих 
весеннюю температуру в водоемах (15°C), холерные ви-
брионы преодолевали антагонистическое действие конку-
рентного штамма в планктонной форме и при формирова-
нии сложной биопленки. При температуре 28°C V. сholerae 
способны подавлять штамм-конкурент при формировании 
биопленки как на поверхности хитина, так и в супернатан-
тах над хитиновыми пластинами. Долгосрочным повышени-
ем температуры воды поверхностных водоемов и, как след-
ствие, возрастанием антагонистической активности холер-
ных вибрионов при межродовой конкуренции объясняется 
тот факт, что холерные вибрионы теперь можно обнаружить 
в тех областях, где они ранее не выделялись. Данное на-
блюдение может объяснить более широкое, глобальное рас-
пространение возбудителя холеры за пределы эндемичных 
регионов. 

Полученные нами данные могут быть полезны для про-
гнозирования эпидемиологической ситуации, так как спо-
собность холерных вибрионов колонизировать объекты 
окружающей среды и преодолевать антагонизм со стороны 
аутохтонной микрофлоры водоемов может привести к нако-
плению возбудителя в случае заноса с эндемичных по холе-
ре территорий. 
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Рассматривается вопрос испытания и использования новых изделий рабочей и защитной одежды и их элементов для 
обеспечения биологической безопасности при проведении работ с микроорганизмами I–IV групп патогенности (опас-
ности) в бактериологических лабораториях различного уровня защиты. Приведены данные, полученные при испыта-
ниях комплектов рабочей и защитной одежды из современных материалов. Выявлены отрицательные и оценены 
положительные стороны изделий, предложенных для испытаний. Сделан вывод о возможности применения новой 
одежды в лабораториях.
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В се работы с микроорганизмами I–IV групп патогенно-
сти (опасности) проводят в бактериологических лабо-

раториях от первого до четвертого уровня защиты по между-
народной классификации (УББ/BSL 1–4) с использованием 
рабочей и защитной одежды [1, 2]. Комплект рабочей одеж-
ды – это набор, состоящий из пижамы или комбинезона, 
медицинской шапочки, носков, тапочек. Комплект защитной 
одежды состоит из противочумного халата, косынки (меди-
цинской шапочки или капюшона), средств защиты органов 

дыхания (респиратор типа «ШБ-1»), глаз (очки или полно-
лицевая маска), средств защиты рук (перчатки) и защитной 
обуви (галоши, сапоги, водонепроницаемые бахилы). 
При работе с патогенными биологическими агентами (ПБА) 
в бактериологических лабораториях комплект защитной 
одежды должен соответствовать уровню биологической 
опасности, определяемой принадлежностью данного микро-
организма к группе патогенности или опасности, характе-
ром выполняемых манипуляций, потенциальной опасностью 
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при работе с неизвестным возбудителем (объем, состояние 
и концентрация исследуемого материала).

Рабочая и защитная одежда для работы в бактериологи-
ческих лабораториях на сегодняшний день изготавливается 
из бязи и является многоразовой. Обеззараживание одеж-
ды после использования проводят методами замачивания 
в  растворе дезинфектанта, а также обеззараживанием 
острым паром или комплексно. После окончания процедуры 
обеззараживания одним из указанных способов одежду сти-
рают и возвращают в лабораторию для дальнейшего ис-
пользования. 

На момент создания первых противочумных костюмов 
не было уделено должного внимания такому параметру, как 
размер пор ткани. У хлопчатобумажных тканей (бязь), при-
меняемых в качестве основного материала для изгото
вления противочумных костюмов, этот параметр варьирует 
от 24 до 85 мкм. Размеры клеток микроорганизмов значи-
тельно меньше, чем поры хлопковых тканей и, таким обра-
зом ПБА могут беспрепятственно проникать в «подкостюм-
ное пространство» через поры хлопчатобумажной ткани. 
При этом данный материал сам по себе является источни-
ком образования механических частиц (ворс), к которым 
в свою очередь могут прикрепляться клетки ПБА. Это явля-
ется одной из угроз для здоровья персонала, работающего 
с ПБА, так как установлено, что частицы размером от 3 до 
25 мкм способны переносить микроорганизмы [3]. 

Современный подход к защите персонала при выполне-
нии работ с ПБА предусматривает разные пути повышения 
уровня защиты одежды, в том числе предлагается переход 
на материалы с улучшенными эксплуатационными характе-
ристиками. Новые ткани для изготовления одежды, в по-
следнее время появившиеся на рынке, обладают высокой 
воздухопроницаемостью и износостойкостью. Материал, из 
которого изготовлены изделия, обладает водоотталкиваю-
щими свойствами, что позволяет обеспечить более надеж-
ную защиту персонала от возможного проникновения ПБА 
под одежду при возникновении аварийной ситуации, в то же 
время сохраняя комфортность для исследователя при про-
ведении работ. 

Ранее были предприняты шаги по созданию защитной 
одежды из новых материалов для работников бактериологи-
ческих лабораторий (костюм «Кварц», одноразовые костю-
мы из разных материалов и др.). Был опыт использования 
уже имевшихся на рынке вариантов защитной одежды 
фирмы Du Pont (Tyvek, Tychem), предназначенных для за-
щиты работников от химических агрессивных жидкостей 
(например, кислот, щелочей). 

Специалисты ООО «Лаборатория Технологической 
Одежды» (холдинг «Ламинарные системы»), занимающиеся 
разработкой конструкторских решений и подготовкой к серий
ному выпуску комплектов защитной одежды нового поколе-
ния (одноразового и многоразового использования), в содру
жестве со специалистами в области биологической безопас-
ности ФБУН ГНЦ ПМБ разработали модели защитной 
одежды и ее элементов с использованием новых тканей для 
работы с микроорганизмами I–IV группы патогенности [4]. 
Комплекты создавались с учетом требований к рабочей и 
защитной одежде, регламентированных действующими 
санитарно-эпидемиологическими правилами [1, 2]. 

Современные комплекты рабочей и защитной одежды 
должны отвечать общим медико-техническим требовани-
ям нормативно-регламентирующих документов и соответ-
ствовать существующим стандартам, определяющим за-
щитные свойства и уровень комфорта. На настоящий мо-
мент единого российского стандарта, определяющего тре-
бования к защитной одежде для работы в бактериологиче-
ских лабораториях, в частности, с особо опасными инфек-
циями, нет. Поэтому разработчики обращались к положе-
ниям ряда стандартов, касающихся вопросов определения 
защитных свойств ткани, для изготовления защитной 
одежды [4]. 

Исходя из требований потребителя, изготовители должны 
обращать внимание на следующие положения при изготов-
лении рабочей и защитной одежды:

•	износостойкость, крепость материалов и надежность 
в носке. Срок службы зависит от интенсивности эксплуата-
ции и обработки изделий; 

•	прочность ткани, она должна быть прочной на разрыв, 
нити для швов – термостойкими или армированными для 
одежды, которая применяется в сложном производственном 
процессе; 

•	комплект рабочей и защитной одежды должен соответ-
ствовать условиям климата и сезону;

•	рабочая и защитная одежда должны быть эргономичной 
и удобной в процессе носки с учетом кроя костюма, деко
рирования, количества карманов, вариантов застежек, что 
важно для одежды, которая применяется в сложном произ-
водственном процессе и соответствует профессиональной 
области и специфике деятельности;

•	рабочая и защитная одежда должна быть устойчивой 
к усадке или стирке сохранять способность к ремонту и на-
дежность к последующей эксплуатации;

•	рабочая и защитная одежда должна быть воздухопро
ницаемой и гигроскопичной для сохранения комфорта 
во время работы и сохранности здоровья работника в соот-
ветствии с критериями гигиеничности;

•	рабочая и защитная одежда должна быть эстетичной.
Работа над созданием современной защитной одежды для 

работы с микроорганизмами I–IV группы патогенности (опас-
ности) была организована по следующим направлениям: 

•	исследование эксплуатационных характеристик ткани 
(улучшенные барьерные свойства по отношению к проник-
новению микроорганизмов, жидкостей бытового и биологи-
ческого происхождения, механическому воздействию, изно-
состойкость);

•	пошив защитной одежды из выбранной ткани и переда-
ча на экспериментальное тестирование;

•	исследование рабочих и защитных свойств изделий, 
представленных на исследование.

Основное внимание было уделено подбору ткани с высо-
кими барьерными свойствами. Была выбрана специализи-
рованная антистатическая ткань из микрофиламентных 
нитей (100% полиэфир с добавлением антистатической 
нити) с отделкой АКВО (антимикробная крове- и водооттал-
кивающая отделка) – LS-T-02 с размером пор 0–0,01 мкм. 

В результате проведенной работы и с учетом реко
мендаций, полученных нами ранее [4, 5], производителем 
изготовлены типовые комплекты рабочей и защитной 
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одежды (противочумные халаты разной модификации, 
капюшон, шапочка, халат, комбинезон, пижама), которые 
были переданы специалистам ГНЦ ПМБ для проведения 
испытаний.

Целью настоящей работы было проведение оценки и ана-
лиза свойств изделий и их элементов, изготовленных 
из  ткани с отделкой АКВО. Испытания проводились спе
циалистами ГНЦ ПМБ в реальных условиях работы с ПБА 
I–IV групп в изолированной и базовой лабораториях, а также 
при работе с экспериментальными лабораторными живот-
ными. После проведения исследований были сделаны соот-
ветствующие предложения производителю для серийного 
выпуска изделий. 

Условия проведения испытаний для всех видов готовых 
изделий и элементов одежды были следующими: работа 
с ПБА в течение 4–6 ч при постоянном разрежении воздуш-
ной среды минус 100–150 Па в «заразной» зоне лаборато-
рии по отношению к внешней среде, повышенной влажности 
и при использовании рабочих растворов дезинфицирующих 
средств на основе перекиси водорода и аламинола. После 
окончания работы изделия обеззараживали одним из при-
веденных способов или комплексно:

•	замачиванием после работы в дезинфицирующем рабо-
чем растворе 3% перекиси водорода с 0,5% поверхностно 
активного вещества (ПАВ), в том числе при температуре 
плюс 50°С; 

•	с последующей обработкой острым паром в автоклаве 
типа АГП при температуре плюс 132°С, 2 атм., 120 минут 
(при работе со споровой формой ПБА); 

•	в камере типа КДФ при температуре плюс 100°С, 
120 минут (при работе с вегетативными формами ПБА). 

Испытаниям подвергались следующие изделия рабочей и 
защитной одежды и ее отдельных элементов:

•	халат противочумный с завязками (ХЛ.20);
•	халат противочумный с магнитами (ХЛ.20); 
•	халат противочумный с кнопками (ХЛ.20, ХЛ.21);
•	халат с вшитым капюшоном и магнитными застежками 

(ХЛ.20);
•	пижама с охлаждающим эффектом с карманом на пра-

вой стороне (КЛ.ФТ.07);
•	комбинезон (КБ.Ш.7);
•	шапочка медицинская (ШП.Р.3);
•	капюшон (ШЛ.Р.14., ШЛ.Р.11.).
В результате испытаний были получены следующие 

результаты.
Применение различных способов обеззараживания 

(погружение в дезинфицирующий раствор, обеззаражива-
ние острым паром при 100°С или 132°С и повышенном дав-
лении) к изменениям размеров (длины и ширины) изделий, 
а также к каким-либо другим изменениям в структуре ткани 
или нарушении целостности всего изделия или его элемен-
тов не привело ни при одном из способов обеззараживания.

Халат противочумный с завязками типа ХЛ.20 прошел 
104 цикла обеззараживания и стирок при гарантийных 50. 
Изменений цвета ткани не было, завязки хорошо фиксиро-
вали горловину, рукава, пояс не развязывался. Специалисты 
ГНЦ ПМБ, работавшие с данной моделью одежды, считают, 
что завязки являются самым удобным и безопасным вариан-
том фиксации горловины и рукавов халата. Изделие удобно 

в эксплуатации и рекомендовано к использованию в лабо
ратории.

Халат противочумный с кнопками типа ХЛ.20, ХЛ.21. 
Изделия прошли 52 цикла обеззараживания и стирок. Для 
работ с ПБА I–IV групп данный вариант использовать неце-
лесообразно, так как есть постоянный риск расстегивания и 
открывания халатов на спине, так как кнопки застегиваются 
плохо, работать и снимать изделие неудобно, изделие к экс-
плуатации не рекомендовано.

Халат с вшитым капюшоном и магнитными застежками 
типа ХЛ.20. Изделие прошло 48 циклов обеззараживания и 
стирок. Использовать в качестве защитной одежды для 
работ с ПБА I–IV групп нецелесообразно, так как магниты не 
держат и работать в них, а также снимать их после работы – 
неудобно. Есть постоянный риск расстегивания и открыва-
ния спины (магниты не держат полы халата). Изделие реко-
мендовано только для изготовления по индивидуальным 
заказам. 

Пижама с охлаждающим эффектом с карманом на пра-
вой стороне прошла 50 циклов обеззараживания и стирок. 
Изделие удобно в носке, эффект охлаждения присутствует. 
После стирки некоторое время изделие электризуется при 
надевании. После трех последующих носок электризация 
исчезает. Учитывая то, что есть «левши» и «правши», реко-
мендовано сделать модель с расположением карманов 
справа и слева. Изделие удобно в эксплуатации и рекомен-
довано к применению в лаборатории.

Капюшон/шлем типа ШЛ.Р.14., ШЛ.Р.11. Прошел 48 ци-
клов обеззараживания и стирок. Изменений цвета ткани нет, 
усадки нет, молнии застегиваются хорошо. Шлем удобен 
для  эксплуатации. Так как для работы с ПБА III–IV групп 
капюшон не применяется, он может быть использован, 
как элемент защитной одежды при проведении работ с ПБА 
I–II групп. 

Шапочка медицинская типа ШП.Р.3. Изделие прошло 
52 цикла обеззараживания и стирок. Изменений цвета ткани 
нет, усадки нет, завязки (тесемки) не развязываются. 
Изделие удобно в эксплуатации. Рекомендовано для экс-
плуатации при проведении работ с микроорганизмами  
I–II групп патогенности в качестве элемента рабочей одежды 
и элемента рабочей и защитной одежды для работ с ПБА 
III–IV групп. Цветовую гамму для изделия можно варьиро-
вать от светлых к темным тонам. 

Испытание рабочей и защитной одежды с отделкой АКВО 
и отдельных элементов позволило выявить как положи
тельные, так и отрицательные стороны. Так, по сравнению 
с  хлопчатобумажным противочумным костюмом 1–4 типа 
в  комплекте защитной одежды с отделкой АКВО работать 
сотруднику лаборатории в летнее время года более удобно 
и комфортно, нежели в классическом противочумном костю-
ме. Обеззараживание рабочей и защитной одежды с отдел-
кой АКВО не влияет на ее структуру и внешний вид, ткань 
прочная и может быть использована более длительное вре
мя, по сравнению с указанным в руководстве по примене-
нию изделий. Однако некоторые элементы костюма с отдел-
кой АКВО (например, магнитные держатели) не могут быть 
применены для использования в костюмах и халатах, и сле
довательно, сами изделия не могут быть рекомендованы 
для применения в лаборатории для работ с ПБА I–IV групп, 
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так как их возможности ограничены и уровень безопас
ности низок.

Изделия из ткани с отделкой АКВО выдерживают много-
кратное обеззараживание острым паром (автоклавирова-
ние) с предварительным замачиванием в растворах дезин-
фектантов или без проведения данной процедуры. Они со-
храняют исходный вид и свои барьерные свойства, и могут 
использоваться в качестве комплектов защитной одежды 
для работы в бактериологических лабораториях различных 
уровней защиты для работ с ПБА I–IV групп. 
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Химический синтез и новые антибиотики

Исследователи из Университета Колорадо в Боулдере разработали новый способ синтеза и оптимизации природного 
антибиотика, который может быть использован для борьбы со смертельными лекарственно-устойчивыми инфекциями, таки
ми как золотистый стафилококк, широко известный как MRSA.

По данным Центров по контролю и профилактике заболеваний (CDC), устойчивые к антибиотикам инфекции ежегодно 
поражают более 2 миллионов человек и приводят к более чем 23 000 смертей в США. Устойчивые к лекарствам супербак-
терии были причиной 33 000 смертей в Европе в 2015 году.

Исследователи разработали модифицированную технологию получения природных антибиотиков тиопептидов, и создали 
два новых антибиотика: микрококцина Р1 и тиоциллина I. Соединения являются эффективными, масштабируемыми и 
не производят вредных побочных продуктов.

Исследование было профинансировано Национальным научным фондом.
Новая методология химического синтеза – это только отправная точка. Планируется использовать эти результаты в каче-

стве платформы для выбора и оценки частей молекул тиопептидов с целью оптимизации их свойств и широкого применения 
против широкого спектра бактерий.

Chemical synthesis breakthrough holds promise for future antibiotics | EurekAlert! Science News [Electronic resource]. 
URL: https://www.eurekalert.org/pub_releases/2018-12/uoca-csb121918.php

Н о в о с т и  н а у к и



58

Бактериология, 2019, том 4, №1, с. 58–63
Bacteriology, 2019, volume 4, No 1, p. 58–63 

DOI: 10.20953/2500-1027-2019-1-58-63

Elizabethkingia meningoseptica 
как значимый клинический патоген
М.Е.Канашенко, Н.Н.Карцев, И.П.Мицевич, М.В.Храмов, Э.А.Светоч 

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

Elizabethkingia meningoseptica является редкой, но общепризнанной причиной неонатального менингита. К сожалению, 
в нашей стране клинической роли данного микроорганизма уделяется мало внимания и не ведется учет выявления 
данного возбудителя. В связи со сложившейся ситуацией подробное освещение проблемы данного возбудителя явля-
ется актуальным и необходимым для практикующих врачей-бактериологов и исследователей. Хотя роль E. menin­
goseptica в общей доле заболеваемости на данный момент остается незначительной, точная диагностика и идентифи-
кация микроорганизма имеют первостепенное значение для клинических бактериологов. Это связано с тем, что 
течение заболеваний, вызываемых данным видом, ассоциировано с тяжелым и часто летальным исходом, а также 
ввиду общей множественной лекарственной устойчивости микроорганизма, включая такие препараты, как ампицил-
лин, цефотаксим и гентамицин, широко используемые в эмпирическом лечении менингитов.
Статья содержит анализ литературных данных, посвященных клиническому значению Elizabethkingia meningoseptica.
Ключевые слова: Elizabethkingia meningoseptica, менингит новорожденных, нозокомиальные инфекции
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Elizabethkingia meningoseptica  
as a significant clinical pathogene
M.E.Kanashenko, N.N.Kartsev, I.P.Mitsevich, М.V.Khramov, E.A.Svetoch 

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation

Elizabethkingia meningoseptica is a rare but generally recognized cause of neonatal meningitis. Unfortunately, in our country 
little attention is paid to the clinical role of this microorganism and there is no record of detection of the pathogen. For this 
reason, detailed coverage of the problem of this pathogen is considered to be relevant and necessary for practicing 
bacteriologists and researchers. Although at the moment the role of E. meningoseptica in the overall proportion of morbidity 
remains insignificant, accurate diagnostics and identification of the microorganism is of paramount importance for clinical 
bacteriologists. This is due to the fact that the course of diseases caused by this species is associated with severe and often 
fatal outcome, as well as due to the general multidrug resistance of the microorganism, including such drugs as ampicillin, 
cefotaxime and gentamicin, widely used in the empirical treatment of meningitis.
The article contains a review of literature on the clinical value of Elizabethkingia meningoseptica.
Keywords: Elizabethkingia meningoseptica, neonatal meningitis, nosocomial infections
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E lizabethkingia названа в честь Элизабет О. Кинг, кото-
рая впервые описала бактерии, ставшие причиной 

менингита у новорожденных, и назвала их [Flavobacterium] 
meningosepticum в 1959 г. В 1994 г. была произведена 
реклассификация, и возбудитель отнесли к семейству Fla­
vobacteriaceae, роду Chryseobacterium и переименовали 
в Chryseobacterium meningosepticum. В 2005 г. на основании 
анализа 16S rRNA было принято решение выделить новый 

род Elizabethkingia, к которому на данный момент принад-
лежат четыре вида возбудителя: E. meningoseptica, E.  miri­
cola, E. anopheles и E. endophityca.

Общая микробиологическая характеристика
Морфологически E. meningoseptica представляет собой 

тонкие, слегка изогнутые одиночные палочки с закругленны-
ми концами, грамотрицательные и неподвижные. Они не 
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образуют эндоспоры и являются облигатными аэробами [1]. 
О наличии капсулы сообщалось у некоторых штаммов 
E. meningoseptica после постановки биопробы на мышах [2].

Экология и эпидемиология
E. meningoseptica встречается повсеместно в почве и 

воде. Внутрибольничные вспышки могут возникать в резуль-
тате воздействия загрязненного источника воды или меди-
цинских устройств. Так, в ходе различных обследований 
возбудитель был изолирован от источников водоснабжения, 
раковин, кранов, солевого раствора, используемого для про-
цедур промывки, дезинфицирующих средств и медицинских 
устройств, включая трубки для кормления, артериальные 
катетеры и респираторы.

Экологические исследования показали, что организм 
может выживать в обработанных хлором муниципальных 
системах водоснабжения, часто колонизируя раковины и 
краны, трубки для интубации, увлажнители, инкубаторы для 
новорожденных, и становится потенциальным резервуаром 
для инфекций в больничной среде. Помимо этого, зараже-
ние данным видом микроорганизма может происходить 
от работников медицинского учреждения, являющихся бес-
симптомными носителями возбудителя [3–6].

Культуральные свойства
E. meningoseptica хорошо растет на обычных питательных 

средах и не требует дополнительных факторов роста. 
Колонии обычно гладкие, блестящие, беловатые или бледно-
желтые, выпуклые, округлой формы с ровными краями, диа-
метром до 2 мм. Подобно колониям многих штаммов 
Chryseobacterium, их маслянистая консистенция переходит 
в слизистую после нескольких дней инкубации [7].

По некоторым данным, на кровяном агаре гемолиз отсут-
ствует, но у некоторых штаммов среда может иметь зеленое 
или сероватое обесцвечивание вокруг колоний из-за проте-
аз и желатиназы. Однако более поздние исследования сооб
щают о наличии альфа-гемолиза, подтверждаемого обнару-
жением генов, кодирующих гемолизины [8].

Отличительной чертой является медленный и слабый 
рост или его отсутствие на агаре МакКонки. Аэробные усло-
вия культивирования при температуре 22–37°C являются 
наиболее оптимальными, однако, по некоторым данным, 
штаммы E. meningoseptica, включающие изоляты неонаталь-
ного менингита и бактериемии, могут расти при 40°C [9].

Виды Elizabethkingia являются галотолерантными – осо-
бенность, наблюдаемая у представителей большинства 
видов семейства Chryseobacterium. Штаммы E. meningosep­
tica способны расти на морском агаре 2216E (Difco) [10].

Способность расти в присутствии 3% NaCl в бульонной 
культуре варьирует среди штаммов [11].

Биохимическая активность
Данный возбудитель относится к группе неферментирую-

щих грамотрицательных бактерий (НГОБ), однако его био-
химические свойства весьма вариабельны, что делает иден-
тификацию микроорганизма на основании биохимических 
реакций ненадежной. В связи с этим результаты, получен-
ные на автоматических системах идентификации бактерий, 
следует оценивать с осторожностью. Так, по некоторым ли-

тературным данным, подтвержденным нашим практическим 
опытом, при постановке теста на автоматическом микробио-
логическом анализаторе Vitek 2 – Compact (BioMérieux, 
Франция) E. meningoseptica ошибочно принималась за 
Sphingobacterium spp. (микроорганизм, так же принадлежа-
щий к семейству Flavobacteriaceae) [12]. Типичные штаммы 
рода Elizabethkingia являются хемоорганотрофами со строго 
аэробным типом метаболизма [13, 14]. 

Большинство штаммов проявляют каталазную, оксидаз-
ную и фосфатазную активность, а также синтезируют b-галак
тозидазу. Представители вида Elizabethkingia meningoseptica 
демонстрируют выраженную протеолитическую активность, 
гидролизуют казеин и желатин и продуцируют индол из 
триптофана [11, 10, 14]. Все 149 штаммов E. meningoseptica, 
изученных CDC [15], и все 52 штамма, изученных Bruun и 
Ursing (1987), продуцировали индол. В последнем исследо-
вании штаммы не продуцировали уреазу, в отличие от ис-
следования 49 штаммов E. meningoseptica, проведенного 
Holmes и соавт. [2], и исследования CDC [15], где этот при-
знак варьировал среди штаммов. Авторы объясняют несоот-
ветствия результатов методологическими различиями в по-
становке теста. 

Некоторые углеводы, включая d-глюкозу, d-фруктозу, 
d-маннит, маннозу, лактозу и мальтозу, окисляются штамма-
ми E. meningoseptica без образования газа, однако целло-
биоза, рамноза, рафиноза, галактоза, сахароза, мелезито-
за, салицин, адонит, дульцит, сорбит и инозитол окислению 
не подвергаются [2, 10–12]. Гидролизу подвергаются эску-
лин и желатин, в то время как тесты на гидролиз агара и 
крахмала отрицательны.

В целом они отрицательны по тесту на нитратредуктазу, 
хотя некоторые штаммы являются положительными [16].

Диагностика
Межвидовая дифференциация представителей рода 

Elizabethkingia с использованием рутинных морфологиче-
ских и биохимических тестов в клинических лабораториях 
затруднена [17]. Сравнение идентичности 16S рРНК не дает 
достаточного разрешения для идентификации и разделения 
этих тесно связанных видов [18, 19]. На настоящее время 
единственным достоверным методом идентификации явля-
ется масс-спектрометрия MALDI-TOF [18]. Ограничением 
данного метода является то, что оборудование для проведе-
ния вышеупомянутого анализа недоступно во многих клини-
ческих микробиологических лабораториях. Также существу-
ет коммерческий набор MIKROLATEST NEFERMtest24 (Erba 
Lachema, Чехия), где заявлена возможность проведения 
идентификации E. meningoseptica. В будущем необходима 
разработка инструментов молекулярной диагностики, кото-
рые могли бы быть потенциально доступными для всех лабо-
раторий.

Патология
Elizabethkingia являются типичными условно-патоген

ными микроорганизмами, которые вызывают инфекцион-
ный процесс только на фоне иммуносупрессии. Факторами 
риска служат тяжелые травмы, обширные ожоги, злокаче-
ственные новообразования, большие хирургические вмеша
тельства, лучевая, гормональная и цитостатическая тера-
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пия, патология новорожденных, синдром приобретенного 
иммунодефицита, пожилой возраст. Искусственная венти-
ляция легких, диализ, наличие имплантированных меди-
цинских устройств (катетеры, дренажные трубки и т.д.) 
в  значительной степени усиливают риск присоединения 
инфекции [19–22]. Так, согласно исследованию 118 случаев 
бактериемии E. meningoseptica в одном из медицинских 
центров Тайваня, заболеваемость (на 100 000 госпитализа-
ций) бактериемией E.  meningoseptica увеличилась с 7,5 
в 1996 г. до 35,6 в 2006 г., а наиболее распространенными 
предрасполагающими факторами среди взрослых пациен-
тов были злокачественные новообразования (36%) и сахар-
ный диабет (25%) [19].

Согласно тому же исследованию, у 78% пациентов пер-
вичная бактериемия сопровождалась пневмонией (9%), ин-
фекцией мягких тканей и катетер-ассоциированной бакте-
риемией (6%). Сорок пять пациентов (38%) страдали поли-
микробной бактериемией. В целом 14-дневная смертность 
составила 23,4%.

Кроме того, у взрослых E. meningoseptica может вызывать 
эндокардит, целлюлит, абдоминальную инфекцию, раневую 
инфекцию, синусит, эпидидимит, диализный перитонит, сеп-
тический артрит и глазные инфекции [23, 24]. Также отме
чается возможность колонизации раневых поверхностей, 
мочеполового тракта и слизистых оболочек без признаков 
инфекции [25].

У новорожденных менингит является наиболее распро-
страненной клинической формой заболевания, вызываемо-
го этим микроорганизмом. Бактериемия и пневмония – дру-
гие частые проявления у новорожденных. Инфекции обычно 
возникают у недоношенных детей и часто проходят в виде 
вспышек болезни [25, 26].

В медицинской литературе особенно отмечается, что нео-
натальный менингит, ассоциированный с E. meningoseptica, 
связан с плохим исходом и тяжелым осложненным течением 
заболевания. По данным одного из обзоров, уровень смерт-
ности среди новорожденных составил 33%, в то время как 
по другим данным эта цифра достигла 57%, а гидроцефалия 
развилась у 69% выживших [27, 28]. Глухота и задержка 
развития также отмечались в 8 и 6% случаев соответствен-
но [26].

Так, например, во время вспышки заболеваемости 
в одном из перинатальных центров на Маврикии с августа 
2002 г. по декабрь 2003 г. было зарегистрировано восемь 
случаев менингита, вызванного E. meningoseptica, среди 
детей, поступивших в отделение для недоношенных ново-
рожденных. Во всех случаях микроорганизм был изолиро-
ван из спинномозговой жидкости. Всего было зарегистриро-
вано два летальных исхода: первый – вскоре после посту-
пления и второй – от развившейся гидроцефалии в  ходе 
патогенетического лечения комбинацией пиперациллина и 
рифампицина. Также в двух случаях развились осложне-
ния: гидроцефалия и тяжелые неврологические нарушения. 
В четырех случаях из восьми наблюдалось полное выздо-
ровление [27].

В Российской Федерации в ходе эпидемиологического рас-
следования в одном из перинатальных центров в 2016 г. 
в  течение одного месяца были зарегистрированы 3 случая 
сепсиса, ассоциированного с E. meningoseptica у недоно-

шенных новорожденных, имевшие летальный исход (неопу-
бликованные данные, ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск).

В настоящее время доступна лишь скудная информация 
о механизмах вирулентности E. meningoseptica. В исследо-
вании 2006 г. дикие штаммы и клинические изоляты от за-
болевших людей были отобраны и испытаны на инвазив-
ность, цитотоксичность на клеточных культурах, чувстви-
тельность к антибактериальному действию человеческой 
сыворотки и на модели легочной инфекции у мышей с ин-
тратрахеальным путем заражения. Все штаммы были устой-
чивы к бактерицидной активности нормальной сыворотки 
человека, не проявляли инвазивность на культуре клеток и 
были лишены цитотоксической активности. По результатам 
электронно-микроскопических исследований образцов за-
раженного легкого было показано, что, в отличие от дикого 
штамма, изолят микроорганизма от заболевшего человека 
смог проникнуть в эпителиальные клетки дыхательных 
путей. Однако спустя 7 дней от момента заражения наблю-
далась полная эрадикация возбудителя из легочной ткани. 
Ни один штамм не был обнаружен ни в печени, ни в селезен-
ке и не привел к гибели животного [29].

В 2017 г., при анализе генома штамма, выделенного из 
образца мокроты у пациента, были обнаружены гены, коди-
рующие тиол-активированный холестеринзависимый белок 
(связанный с метаболизмом цитолизина и потенциально 
отвечающий за лизис иммунных клеток хозяина), гемоли-
зин, гемм и белок, участвующий в образовании биопленок, 
а также адгезии бактерий к клеточным поверхностям-
мишеням. Анализ биопленки in vitro показал, что по сравне-
нию с изолятами E. anophelis и E. miricola клинические изо-
ляты E. meningoseptica обладали лучшей способностью об-
разовывать биопленку [30, 31]. Кроме того, обнаружены 
гены, кодирующие перфринголизин, цитотоксический ток-
син и токсин лейкостаза, который позволяет избежать фаго-
цитарной активности иммунной системы хозяина [32, 33].

Антибиотикорезистентность
Штаммы Elizabethkingia meningoseptica являются природ-

но устойчивыми к полимиксинам, аминогликозидам (напри-
мер, гентамицину, стрептомицину), хлорамфениколу и боль-
шинству β-лактамных антибиотиков, включая пенициллин 
и ампициллин [34].

Штаммы Elizabethkingia meningoseptica продуцируют по 
меньшей мере три типа β-лактамаз, две карбапенемгидро-
лизующие металло-β-лактамазы класса B (MBL) [35], ассо-
циированные с резистентностью к азтреонаму и карбапене-
мам (в том числе имипенему), причем последние являются 
основными лекарственными средствами для лечения грамо-
трицательных бактерий с множественной лекарственной 
устойчивостью [36], а также неиндуцируемую β-лактамазу 
с расширенным спектром класса A (ESBL), исключающие и 
цефалоспорины с расширенным спектром действия (цефо-
таксим, цефтазидим, цефепим) [37–39].

Было проведено множество исследований спектра генов 
резистентности к антимикробным препаратам. Парадок
сально, E. meningoseptica часто восприимчив к антибакте
риальным препаратам, традиционно используемым для 
лечения инфекций, вызванных грамположительными бак
териями.
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Штаммы E. meningoseptica в основном устойчивы к тетра-
циклинам, эритромицину и линезолиду, а  также устойчивы 
или промежуточно чувствительны к клиндамицину и ванко-
мицину. Чувствительность к триметоприму/сульфаметок
сазолу варьирует от 33 до 80% штаммов. Антибиотиками, 
которые наиболее активны в отношении Elizabethkingia 
meningoseptica, являются миноциклин, рифампицин и хино-
лоны новых поколений (левофлоксацин, гатифлоксацин, 
спарфлоксацин, моксифлоксацин), в то время как восприим-
чивость к ципрофлоксацину варьирует [40]. 

Кроме того, E. meningoseptica является единственным 
в своем роде микроорганизмом, имеющим два хромосомно 
кодируемых гена MBL. ПЦР в реальном времени и биохими-
ческий анализ демонстрируют, что три гена bla активно экс-
прессируются in vivo в виде функциональных β-лактамаз. 
Согласно исследованиям, наиболее часто выявлялись раз-
личные аллели blaB и blaGOB, отвечающие за синтез метал-
ло- β-лактамаз класса B [39].

Помимо этого, были идентифицированы так называемые 
blaCME (C. meningosepticum ESBL), кодирующие CME серин-
β-лактамазы (SBL) класса D, связанные с устойчивостью 
к цефалоспоринам [40, 41].

В другом исследовании выявили детерминанты устой
чивости к триметоприму/сульфаметоксазолу с помощью 
ПЦР; шесть изолятов обладали геном sulI и четыре геном 
sulII, тогда как ген dfrA12 был обнаружен только в  одном 
из них [42].

Анализ генов устойчивости к аминогликозидам показал, 
что изучаемый штамм содержал несколько генов-кандидатов 
на устойчивость к аминогликозидам, включая одну 16S 
рРНК метилазу, две аминогликозидфосфотрансферазы и 
одну аминогликозидную нуклеотидилтрансферазу [43].

В связи с подобной картиной множественной антибакте-
риальной устойчивости трудно определить наиболее подхо-
дящий спектр эффективных антимикробных препаратов для 
лечения менингита, вызванного E. meningoseptica. Обзор 
медицинской литературы подтверждает частое неправиль-
ное применение антибиотиков при инфекциях Elizabethkingia 
meningoseptica и его последующее влияние на риск смерт-
ности [44–46].

Ранее исследователи рекомендовали ванкомицин, осо-
бенно в случаях инфантильного менингита, но впоследствии 
его эффективность была поставлена под сомнение многими 
исследователями ввиду противоречивых результатов с вы-
сокими значениями МИК [46–48]. В связи с этим нередки 
сообщения о сочетанном применении ванкомицина и ри-
фампицина для усиления синергизма и достижения положи-
тельных клинических результатов [27].

Также важно отметить, что, согласно некоторым исследо-
ваниям, были отмечены несоответствия в паттернах чувст
вительности при постановке тестов диско-диффузионным 
методом и методом серийных разведений в бульоне. Таким 
образом, определение чувствительности диско-диффузи
онным методом, как правило, не рекомендуется [49, 50].

Заключение
Elizabethkingia meningoseptica является относительно новой 

и малоизученной инфекцией и представляет собой внутри-
больничную угрозу с высоким риском осложнений и смерт-

ности у недоношенных новорожденных и иммунокомпромети-
рованных больных. Клиническим микробиологам следует 
рассматривать этот микроорганизм как потенциальный пато-
ген и в обязательном порядке проводить тесты на чувстви-
тельность к антибиотикам ввиду уникального характера его 
восприимчивости к АМП и не допускать эмпирического на-
значения препаратов против грамотрицательных бактерий, 
которое, как показывает опыт, может привести к неблагопри-
ятному результату. Также стоит принимать во внимание, что 
в условиях стационарного лечения нельзя исключить возник-
новение сочетанных инфекций с участием возбудителей, по-
лирезистентных к антибактериальной терапии.

В перспективе необходимо установить активные меры 
инфекционного контроля за данным возбудителем, такие 
как регулярная проверка водных резервуаров в больницах, 
а также поверхностей и оборудования для парентеральных 
манипуляций. Наравне с этим хотелось бы, чтобы велась и 
публиковалась статистика выявления данного возбудителя 
на базе клинических лабораторий стационаров, в особен-
ности перинатальных центров, с указанием спектра приме-
няемых антимикробных препаратов и клинических исходов. 
И наконец, повышение точности идентификации бактерий и 
стандартизация тестов на чувствительность к антибиотикам 
имеют ключевое значение для ранней диагностики и этиоло-
гического лечения инфекций, ассоциированных с Elizabeth­
kingia meningoseptica с целью снижения смертности и невро-
логических осложнений.
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Точная геномная инженерия

Редактирование генома через системы CRISPR-Cas – перспективный подход для исправления генетических мутаций, 
которые происходят в больных клетках, таких как раковые клетки. Однако способность избирательно активировать системы 
CRISPR-Cas в пораженных клетках важна для обеспечения того, чтобы редактирование генов происходило только там, где 
это необходимо. Разработана система, с помощью которой редактирование генов может активироваться магнитным полем, 
что позволяет осуществлять пространственный контроль. Использование наномагнитов в системе также улучшило транс-
дукцию в клетки-мишени в моделях мышей с опухолями. Этот подход может потенциально позволить использовать систему 
CRISPR-Cas в терапевтических целях.

Spatial control of in vivo CRISPR–Cas9 genome editing via nanomagnets
Haibao Zhu, Linlin Zhang, Sheng Tong, Ciaran M. Lee, Harshavardhan Deshmukh & Gang Bao

Nature Biomedical Engineering. 2018. doi: 10.1038/s41551-018-0318-7 
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В статье представлены воспоминания одного из бывших руководителей ВНИИ прикладной микробиологии о начале 
строительства института, проблемах, которые приходилось преодолевать. Названы руководители и сотрудники раз-
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The article presents the memories of one of the former heads of the All-Russia Research Institute of Applied Microbiology about 
the beginning of the construction of the institute, the problems that had to be overcome. The leaders and employees of various 
organizations and departments that contributed to the formation of the institute were named.
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Ц К КПСС и Совет Министров СССР 19 апреля 1974 г. 
приняли постановление №304 «О мерах по ускорен-

ному развитию молекулярной биологии и молекулярной 
генетики и использованию их достижений в народном 
хозяйстве». В нем ставились задачи ускоренного разви-
тия молекулярной биологии, молекулярной генетики и про-
чих областей естествознания, непосредственно связанных 
с изучением физико-химических основ жизненных явле-
ний, а конечной целью было внедрение новейших достиже-
ний этой области естествознания в различные отрасли 
народного хозяйства. В порядке выполнения этого решения 
были выделены ассигнования на организацию ряда специ-
ализированных научно-исследовательских учреждений, 
проектных и конструкторских организаций. Под эгидой 
этого постановления создавался и развивался Всесоюзный 
научно-исследовательский институт прикладной микробио-
логии (ВНИИ ПМ, ныне Государственный научный центр 
прикладной микробиологии и биотехнологии Роспотреб
надзора).

Согласно Уставу ВНИИ ПМ, утвержденному начальником 
Главного управления микробиологической промышленности 
при Совете министров СССР 12.04.1976 г., предполагалось, 
что

«...институт является головной организацией по получе­
нию новых форм микроорганизмов для нужд народного хо­
зяйства с применением современных молекулярно-
биологических методов, а также осуществляет первичную 
технологическую оценку полученных микроорганизмов с 
целью определения перспективности их внедрения в про­
мышленность.

В нынешнем году исполняется 45 лет со дня основания Государственного научного центра прикладной  
микробиологии и биотехнологии, организации-учредителя журнала «Бактериология».

Начиная с этого номера мы будем публиковать статьи о развитии отдельных научных направлений  
во ФБУН ГНЦ ПМБ и актуальных проблемах науки и производства, которыми центр занимается в настоящее 
время.

Редколлегия журнала «Бактериология»

Поправко  
Николай Васильевич – 
заместитель директора ВНИИ ПМ 
(1975–1983 гг.), председатель 
Совета ветеранов атомной 
промышленности, энергетики 
и науки Протвино, член 
Серпуховской Торгово-
промышленной палаты, 
лауреат премии губернатора 
Московской области за книгу 
«Город на Протве». 
Ныне – начальник отдела 
по связям с общественностью 
ООО «Веда».
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Важнейшей задачей института является ускорение 
научно-технического прогресса в области: 

•	разработки современных методов получения новых 
форм микроорганизмов;

•	разработки эффективных методов селекции микроорга­
низмов;

•	разработки методов лабораторной и производственной 
оценки микроорганизмов;

•	оптимизации технологических процессов получения 
биопрепаратов;

•	разработки рациональных форм биопрепаратов, выпу­
скаемых промышленностью;

•	разработки современных видов приборов для научных 
исследований и контроля технологических процессов...»

Однако до начала уставной деятельности нужно было 
еще построить институт, оснастить его современным обо-
рудованием, сформировать научный коллектив, обеспечить 
сотрудников жильем, наладить их быт и многое другое… 

В 1974 г. я был заместителем начальника СМУ-1, которое 
начинало работы на площадке ВНИИ ПМ в районе д. Мокрое 
в 20 км от тогда еще поселка Протвино Серпуховского райо-
на Московской области. Начальником СМУ-1 был В.Л.Угрю
мов, главным инженером – И.П.Дроздов Меня назначили 
ответственным за этот госзаказ №055. Главным инженером 
проекта была Т.Д.Жернова Строительство предполагалось 
объемное, тематика для нас была новой.

«Десант» был очень тяжелым, потому что объектов ин-
фраструктуры как таковых тогда там не было. Было сплош-
ное болото. Транспортной схемы тоже не было. Нашей за-
дачей было достроить дорогу от Протвино до д. Калугино, 
поскольку возить строителей через Серпухов из Протвино 
на площадку было накладно. Для строителей построили три 
палатки и временную котельную.

В конце 1974 г. на объект приехала комиссия из НПО 
«Биопрепарат», в составе которой был первый директор 
института Д.В.Виноградов-Волжинский, с которым я тогда и 
познакомился. Потом, когда Волжинский перебрался в 
Протвино в начале 1975 г., мы контактировали уже гораздо 
теснее и плодотворнее. Он нам рассказал о тематике инсти-
тута, направлении его будущего развития.

Весной 1975 г. в Протвино проходило совещание с участием 
начальника Главмикробиопрома при СМ СССР В.Д.Беляева, 
представителей ЦК КПСС, Минфина, Госплана, ВПК. Я участ
вовал в подготовке и проведении этого совещания, которое 
при содействии руководства Института физики высоких энер-
гий (ИФВЭ) мы организовали в Доме Ученых п. Протвино.

Главным предметом обсуждения были сроки начала 
работ института. Срочно надо было строить какие-то вре-
менные сооружения, потому что нужны были эксперименты, 
нужны были помещения, а у нас их не было. В ходе этого 
обсуждения я обратил на себя внимание тем, что владел 
местной обстановкой в вопросах строительства, межведом-
ственных отношений и кадров. В целях ускорения запуска 
работы института было принято решение о строительстве 
вспомогательного лабораторного городка, где до ввода в 
эксплуатацию основных корпусов предполагалось развер-
нуть первые научные лаборатории. Осенью 1976 г. ВЛГ уже 
начал функционировать.

В мае 1975 г. И.М.Кораблев (зам. директора по капстрои-
тельству ВНИИ ПМ) пригласил меня на празднование 
Дня  Победы. Мероприятие проходило в здании управле-
ния  в  Протвино. Присутствовали около 30 человек. Тогда 
Д.В.Виноградов-Волжинский предложил мне перейти на ра-
боту во ВНИИ ПМ, что и произошло осенью 1975 г.

Здание управления ВНИИ ПМ в Протвино с 01.11.1974 г. по 
01.01.1979. Фото 1976 г.

Вспомогательный лабораторный городок: слева – панорама стройки, справа – разгрузка лабораторного оборудования. В центре В.Я.Волков 
и В.И.Артюхин (начальник лаборатории и с.н.с. №6). 1977 г.
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Не скрою, будучи сотрудником института, мне часто при-
ходилось выезжать в Москву для согласования вопросов 
организации работы объектов института на высоком уровне. 
И мне поступило предложение переехать на работу в 
Москву, однако я отказался. Меня заинтересовала работа на 
новом объекте. Кроме того, директор института, прибывший 
из Ленинграда, нуждался в налаживании связей на новом 
месте и т.д., а я владел обстановкой в полной мере. 
Руководство с пониманием отнеслось к моим аргументам, и 
Волжинский тоже оценил этот мой поступок.

Первую задачу мне поставили – получить лимит на про-
писку прибывающих на работу сотрудников, которых при-
бывало по несколько сотен в год. Часть из них направляли в 
аспирантуру и на стажировку в ведущие профильные науч
но-исследовательские организации Москвы, Пущино, Сара
това, Ленинграда. Оставшиеся нуждались в жилье и пропи-
ске. В Московской области тогда существовали ограничения 
на регистрацию и проживание граждан. Несмотря на плано-
вость экономики, на существование решения об организа-
ции нового института, на уже упоминавшееся Постановление 

Руководство ИФВЭ (слева направо: В.А.Ярба, Л.Д.Соловьев, 
Е.В.Алеев, Н.Е.Тюрин) во время встречи с директором ВНИИ ПМ 
Д.В.Виноградовым-Волжинским в Оболенске (1979 г.).

Этапы становления инфраструктуры ВНИИ ПМ

Годы Объекты

Научная база

1974–1975 База в Протвино

1976–1982 Вспомогательный лабораторный 
городок (ВЛГ)

1978–1982 Здание 300 в Серпухове

1977–1985 Комплекс научно-экспериментальной 
зоны (корпус №1)

1984–1988 Виварный комплекс

Инженерно-
производственный 
сектор

1976–1977 Энергоснабжение

1977–1980 Магистральные сети

1978–1985 Теплоснабжение

1977–1980 Электроснабжение

1978–1981 Водоснабжение и водоотведение

1979–1984 Воздухохолодоснабжение

1977–1983 Ремонтно-складская база

1979–1982 Транспортная база

1998 Связь

Объекты инфраструктуры ВНИИ ПМ: столовая «Дубрава», школа и поликлиника в п. Оболенск, жилые дома в п. Большевик.
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ЦК КПСС и Совета Министров СССР, вопрос о лимите на 
прописку решался туго. Вооружившись письмом от имени 
Академии наук, Главмикробиопрома, от директора ВНИИ 
ПМ, мне пришлось обойти многие инстанции, но решение 
было найдено, и лимит на прописку в размере 200 человек 
ежегодно был выделен. По этому поводу с нами консульти-
ровалось даже руководство ИФВЭ, у которого были анало-
гичные проблемы. В период, когда ВНИИ ПМ еще не распо-
лагал собственным жильем, очень помогли руководители 
предприятий и организаций Серпухова, Протвино и Пущино. 
Руководители структурных подразделений ВНИИ ПМ полу-
чали отдельные квартиры, молодые специалисты размеща-
лись в общежитиях и гостиницах. В последующем были по-
строены общежитие №1 в Оболенске (1977 г.) на 100 мест и 
первые жилые дома в п. Большевик (1980 г.). Позднее были 
введены в эксплуатацию жилые дома в п. Оболенск. 

Не менее сложным вопросом было получение фондов на 
продовольственные и промышленные товары, организация 
торговли, общепита и медицинского обслуживания сотруд-
ников института. В связи с успешным решением этих вопро-
сов я бы хотел отметить помощь Минсредпрома в лице зам. 
министра А.М.Петросянца, начальника УРСа Н.Т.Будаева, 
начальника 3 Управления Минздрава СССР А.И.Бурназяна, 
руководителей и сотрудников ОРСа и МСЧ-66 г. Протвино.

Вспоминая прошлое, хочу отметить, что работа во ВНИИ 
ПМ была сложной, но интересной и самое главное – резуль-
тативной. По долгу службы мне пришлось встречаться с ин-
тересными и выдающимися людьми, без внимания и госу-
дарственного подхода которых многие вопросы становления 
ВНИИ ПМ и его инфраструктуры было бы сложно решить. 
Просто назову их: В.Д.Беляев – начальник Главного управ-
ления микробиологической промышленности при Совете 
Министров СССР, В.А.Быков – партийный деятель и ми-
нистр СССР, сотрудники НПО «Биопрепарат» В.И.Огарков, 
А.А.Цыганков, Л.Ф.Лазутина, Б.Я.Смирнов, Л.А.Ключарев, 
Г.И.Бенецкий, В.Д.Савельев – директор ИФВЭ, А.А.Астахов – 
зам. министра финансов СССР. 

Хочу также выразить благодарность руководителям пред-
приятий, которые в трудное время оказали неоценимую по-
мощь в представлении жилплощади сотрудникам ВНИИ ПМ. 

Это завод «Металлист», Институт физики высоких энергий, 
фабрика «Красный текстильщик», руководство Серпухова и 
Серпуховского района.

Из ВНИИ ПМ выделились два других научно-исследо
вательских института: Научно-исследовательский центр токси-
кологии и гигиенической регламентации биопрепаратов – фи-
лиал ФГБУ «Государственный научный центр “Институт имму-
нологии”» Федерального медико-биологического агентства 
(п. Большевик Серпуховского района) и ОАО «Институт инже-
нерной иммунологии» (п. Любучаны Чеховского района). Быв
шие сотрудники института стали руководителями крупных 
предприятий медико-биологического профиля: В.И.Скрыпин – 
генеральный директор ООО «ФАРМАПАРК», В.С.Тульский – 
директор и учредитель предприятий «Мирра», В.Б.Зинченко – 
руководитель 5 и учредитель 9 научно-производственных ком-
паний медицинского и ветеринарного профиля. 

В заключение хочется отметить, что институт, в организа-
ции и становлении которого мне пришлось принимать участие, 
существует и поныне и занимает видное место среди научно-
исследовательских учреждений Российской Федерации.

Слева направо: Д.В.Виноградов-Волжинский – директор ВНИИ ПМ 
(1975–1982), В.И.Огарков – директор НПО «Биопрепарат», 
В.А.Быков – заведующий сектором микробиологической промыш-
ленности отдела химической промышленности ЦК КПСС на отчет-
ной конференции института, декабрь 1980 г.

Космические снимки района п. Оболенск: слева – 26.07.1970 г., справа – 15.09.2018 г. (предоставлены Е.Н.Еремченко).
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С емидесятые годы XX в. занимают особое место в раз-
витии науки. Именно в это время начался экспоненци-

альный рост многих научных направлений. Организованный 
в это время ВНИИ ПМ находился в русле этого процесса. 
Жизненно необходимо было развитие новых методов кон-
троля получения биопрепаратов, и все новые инициативные 
предложения после экспертизы активно поддерживались.

Необходимые для этого кадры в это время отбирали в 
институтах Академии наук. Автор этой статьи входил в со-
став научно-технической группы, которую В.Н.Брезгунов 
привел во ВНИИ ПМ из Физического института АН СССР и 
Института биофизики АН СССР (Пущино). Первоначально 
все сотрудники входили в лабораторию биохимии. И только 
в конце 1976 г. эта группа была преобразована в лаборато-
рию физико-химических методов исследования микроорга-
низмов ВНИИ ПМ под руководством В.Н.Брезгунова. На 
этом этапе развития при поиске новых направлений иссле-
дований внимание привлек электрооптический метод анали-
за клеточных суспензий. Нельзя сказать, что это было пио-
нерское направление в полном смысле этого слова. 
Теоретические основы метода начали развиваться с 1875 г., 
когда лорд Керр открыл электрооптический эффект в су-
спензии коллоидных частиц. Но, как часто бывает в науке, 
после открытия эффекта наступило время его забвения, 
которое длилось до 50-х годов прошлого века. Именно тогда 
появляется новая группа исследователей в Санкт-
Петербургском университете во главе с Н.А.Толстым и лабо-
ратория в Институте коллоидной химии под руководством 
С.С.Духина в Киеве. Позже к этому направлению присоеди-
нятся группа С.Стоилова из Института коллоидной химии, 

София, группа R.Jennings из Великобритании и группа из 
Института ИБФМР АН (г. Саратов) во главе с С.Ю.Щеголевым 
и О.В.Игнатовым.

В развитии электрооптического метода в этих группах ис-
следователей преобладало академическое начало, и основ-
ным объектом являлись неорганические суспендированные 
частицы. Бактериальная электрооптика началась с Института 
биофизики АН, где этим направлением руководил Ф.И.Миро
шников, а одним из его научных сотрудников был В.М.Фом
ченков. Именно он дал начальную точку роста этого направ-
ления, начав экспериментальную работу во ВНИИ ПМ 
в  июле 1976 г. Его первая экспериментальная установка 
«Луч-2» заработала в лаборатории в конце 1976 г., и тема-
тика электрофизического анализа клеточных суспензий 
на  долгое время стала основным направлением лаборато-
рии физико-химических методов анализа микроорганиз-
мов.  Руководителем лаборатории с 1976 г. до 1991 г. был 
В.Н.Брезгунов, а затем до 2007 г. ею руководиля. 
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В развитие теоретических основ метода большой вклад 
внесли сотрудники лаборатории Д.Е.Светогоров и А.Л.Маза
нов. Неизменным генератором идей при постановке микро-
биологических задач и при их решении являлся А.Г.Волошин, 
который до сих пор активно работает, уже в ГНЦ ПМ, в этом 
направлении. Вопросы биофизической направленности при-
менения метода развивали В.М.Фомченков и С.Г.Игнатов. 
Развитие технического оснащения проходило с помощью 
С.Н.Андреева, С.В.Ананчева, С.А.Суходольского, Б.П.Камен
ского, Ю.Ф.Сигаева, А.Б.Есина, Н.В.Швеца.

Всего по вопросам применения электрооптического мето-
да для решения задач мониторинга биотехнологических про-
цессов, биодетекции микроорганизмов и вирусов было опу-
бликовано более 130 работ, в том числе в журналах с высо-
ким рейтингом.

Аппаратная база электрооптических исследований не-
прерывно совершенствовалась. Первым прибором для 
практических исследований был ДЭФ-1, далее – ДЭФ-2. 
Наконец, с появлением персональных компьютеров, по-
является и серия приборов ELBIC, представители которой 

до сих пор успешно работают в ИБФРМ РАН и ГНЦ ПМБ 
(рис. 1).

Однако путь развития аппаратной базы оказался терни-
стым. После разработки основ метода должен был начаться 
этап его широкого практического применения. И действитель-
но, в 1983 г. прибор для электрофизического анализа попал 
в  перечень работ ОКБ БП (Йошкар-Ола) с очень хорошим 
финансированием и должен был выпускаться серийно. Но все 
изменило постановление ЦК КПСС о реорганизации Минис
терства приборостроения. Новая тематика из реформируемо-
го министерства и перекраивание бюджета обрушили планы 
ОКБ. Работа по электрооптическому анализатору была отло-
жена, а потом и вовсе исключена из перечня разработок. 
После этого осталась надежда только на собственные силы. 

Наступили сложные 1990-е годы. Методом проб и ошибок 
был найден первый производственный заказчик на электро-
оптический прибор определения жизнеспособности клеток 
после лиофильной сушки. Им оказалась Ставропольская 
биофабрика в лице начальника производства В.Заерко. 
Именно этот опыт внедрения и годовая эксплуатация при-
бора оказались решающими факторами. Они подтвердили, 
что электрооптический метод анализа может использовать-
ся не только в исследовательских лабораториях с академи-
ческим интересом, но и для мониторинга реальных биотех-
нологических процессов.

В конце 1990-х начался новый этап развития электроопти-
ки. Совместно с ИБФРМ РАН в рамках исследовательских 
проектов Международного научно-технического центра был 
выполнен ряд международных проектов по методу быстрой 
биодетекции модельных вакцинных штаммов в жидких об-
разцах. Были разработаны опытные образцы прибора для 
реализации метода. Направление исследования поверх-
ностных взаимодействий на долгое время стало главной 
тематикой лаборатории в ИБФМР в Саратове – научном 
партнере ГНЦ ПМ. Было выполнено несколько проектов по 
развитию методов обнаружения фагов и кинетики их взаи-
модействия с клетками.

В 2001 г. был подготовлен проект по электрооптическому 
мониторингу процессов культивирования клеток в фарма-
цевтических производствах, который профинансировало 
Министерство науки Германии по европейской программе 

Д.Е.Светогоров (слева) и В.Н.Брезгунов на итоговой конференции 
ВНИИ ПМ.

Рис. 1. Прибор ДЭФ-2, прибор ELBIC, электрооптическая ячейка прибора ELBIC.
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«Futur». Итогом этой работы явилась разработка полностью 
автоматизированного прибора EloTrace, который получил 
инновационный приз Германии в 2005 г. Сейчас приборы 
этого типа используются на ряде фармацевтических и био-
технологических предприятий Европы и России при произ-
водстве биопрепаратов для сельского хозяйства, при мони-
торинге процессов культивирования, при масштабировании 
и оптимизации процессов с новыми штаммами микроорга-
низмов (рис. 2). 

Чем же привлекает электрооптический метод анализа 
клеток и поверхностных взаимодействий? Это полностью 
автоматизированный процесс измерений, который позволя-
ет получать профили процессов культивирования клеток по 
набору электрофизических и морфометрических параме-
тров суспендированных клеток. Это также одиночные изме-
рения жизнеспособности клеток, определение кинетики 
взаимодействия клеток с разнообразными агентами, вклю-
чающие в себя моноклональные антитела, вирусы, разрабо-
танные методики обнаружения агентов с низкой концентра-
цией в исследуемых образцах. При этом простота процесса 
измерений и отсутствие расходных материалов сочетаются 
с возможностью определения как привычных параметров 
(абсолютной концентрации клеток, их жизнеспособности, 
среднего размера клеток), так и достаточно сложных инте-
гральных характеристик клеточной популяции: показатели 
оптимизации процессов, ключевые точки метаболизма 
(Metabolic switch), профили валидации процессов культиви-
рования и многое другое. 

Электрооптический метод анализа суспендированных 
клеток является комбинацией целого ряда методов и техно-
логий. Если рассматривать клетку как объект наблюдения, 
то мы имеем дело с несколькими последовательными ста-
диями процесса измерений. Электрическое поле является 
зондирующим воздействием, вызывающим появление на 
границах клеточных структур с разными электрическими 
свойствами индуцированных зарядов. Частота их появления 
совпадает с частотой электрического поля. Но одно замеча-
тельное свойство взаимодействия поля с индуцированными 
зарядами является принципиально важным. Поле создает 
заряды, и оно с ними взаимодействует. Появляется сила 
воздействия, пропорциональная квадрату поля. Как резуль-
тат, возникают колебания клеток вокруг центра тяжести с 
двойной частотой электрического поля и постоянная дей-
ствующая сила ориентирующего воздействия. Именно вто-
рая компонента приводит к изменению ориентации клеток в 

пространстве, которую можно количественно измерить опти-
чески. Детали появления электрооптического эффекта по-
яснены на рисунке 3.

От величины индуцированных зарядов легко перейти к 
определению электрофизических параметров клеточных 
структур, что позволяет найти удельную электропровод-
ность цитоплазмы, мембраны и клеточной поверхности. 
Эти параметры напрямую связаны с ионными потоками в 
клеточной цитоплазме и их движением через клеточную 
мембрану. При этом клетки не разрушаются и сохраняют 
все свои функциональные характеристики. Казалось бы, 
что такая смесь физических эффектов затруднит интер-
претацию экспериментальных данных из-за многостадий-
ности процессов. На практике все оказалось существенно 
проще. Измеряемые изменения оптических свойств су-
спензии при воздействии поля с частотой в диапазоне 
400–600 кГц оказались прямо пропорциональны суммар-
ной концентрации произведений концентрации низкомоле-
кулярных ионов, умноженной на их подвижность. Это свой-
ство электрооптического анализа позволяет проводить из-
мерение электрофизических свойств по прямым измерени-

Рис. 2. Измерительная система анализатора EloTrace 3.0, собственно анализатор EloTrace и фото системы пробоподготовки.

Рис. 3. Воздействие на клетки электрического поля, их ориента-
ция и изменение оптических свойств суспензии во взаимно-
перпендикулярных направлениях.
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ям электрооптического сигнала на указанных частотах 
электрического поля. Более сложный процесс анализа по-
верхностной электропроводности клеток использует сопо-
ставительный анализ частотных зависимостей электрооп-
тических измерений. Определение активности транспорта 
через мембрану осуществляется по набору сигналов на 
разных частотах.

На наших глазах электрооптика клеточных суспензий 
прошла путь от примитивных представлений о «большой 
информативности результатов измерений» с множеством 
детских болезней пробных экспериментов до совершенного 
метода мониторинга биотехнологических процессов.

Путь науки тернист и извилист. Развитие электрооптиче-
ского метода не явилось исключением. Наряду с позитив-

ным движением возникали ложные ответвления исследова-
ний. Оказались избыточными диполофоретические измере-
ния, так как они не приносили радикально новых данных. 
Было разработано математически сложное решение обрат-
ных задач восстановления распределения размеров клеток, 
но оно оказалось неинформативным. Форма распределения 
размеров клеток по размерам оказалась удивительно ста-
бильной для различных стадий процесса периодического 
культивирования, а вот определение по релаксационным 
кривым среднего размера клеток и вариабельность этого 
параметра нашли широкое применение при мониторинге 
клеточного метаболизма. Кроме этого, отсутствие понима-
ния многопараметрических свойств электрооптического сиг-
нала приводило к появлению артефактов. Их пытались объ-

Определение абсолютной концентрации клеток  
в профиле культивирования и одиночных пробах

Определение относительного числа жизнеспособных  
клеток в образцах 

1. Измерение оптической плотности суспензии D0

2. �Определение среднего размера клеток b по релаксационной 
кривой электрооптического сигнала S(t)

3. �Расчет усредненного сечения рассеяния клеток А (b) 
по сигналу S(t).

4. Определение абсолютной концентрации клеток С = D0* А (b)

  S(*)   Сигнал пробы

Высокое содержание токсинов

Жизнеспособность, %

Сбалансированные клетки

Низкая            энергетика

40 50 60 70 90

Относительная  погрешность <±2% Относительная погрешность < ±3%

Валидация процесса культивирования по стандартным  
профилям электропроводности σ(t) и среднего размера 
клеток b(t)

Обнаружение специфических реакций связывания меток 
и неспецифического связывания вирусов макрофагов  
с клеточной поверхностью

Эталонный и текущий процессы

σ(t)

b(t)

t

Отсутствие взаимодействия

Концентрация фага С
Концентрация фага 2*С

S(t)   Вакцинный штамм + моноклональные антитела

Относительная погрешность <±3% Относительная погрешность <±5%

Определение положения меtabolic switch, фаз споруляции 
активного транспорта, переключения периодического 
культивирования в непрерывный управляемыми воздействиями 
и оптимального времени культивирования штаммов

Предсказание качества стартовой культуры

Lactobacillus plantarum DSM 20205

Безопасная концентрация
молочной кислоты в цитоплазме

Активный транспорт
через мембрану

Качество
стартовой культуры

Сигнал пробы S(t)

Размер клеток b(t)

В допуске

Измеряемые параметры Количественные показатели
статуса стартовой культуры

Точное определение особых точек и времени управляемого 
воздействия на процесс

Выбор решения об использовании культуры  
в коридоре <±5%
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яснить с использованием экзотических предположений. 
А в сущности, это было изменение основных конечных пара-
метров из-за неконтролируемых параметров процесса из-
мерений электропроводности и температуры суспензии, 
апертуры приемника и множества других причин.

Несомненной удачей была разработка метода измерений 
оптического сигнала с искусственно созданными аппаратно-
программными фильтрами. Это позволило снизить мини-
мальную концентрацию клеток в образцах до нескольких 
сотен миллилитров или получать данные со сверхнизким 
уровнем шумов. Непревзойденными оказались параметры 
разработанной системы автоматической пробоподготовки 
испытуемых образцов с обессоливанием образцов за 2–3 
минуты на 3–4 порядка.

Наиболее интересные приложения электрооптического 
анализа клеток и клеточных взаимодействий были сведены 
в таблице.

Электрооптический анализ суспендированных клеток 
прошел динамичный путь от развития метода до множества 
прикладных применений на базе серийно выпускаемых 
автоматизированных приборов, что происходит нечасто. 
В этом большая заслуга руководства института ВНИИ ПМ, 
далее ГНЦ ПМ и энтузиазма разработчиков этого метода, 
аппаратуры и программного обеспечения. 
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