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О результатах научно-

исследовательских работ в области 

бактериологических исследований, 

полученных в рамках Федеральной 

целевой программы «Национальная 

система химической и биологической 

безопасности Российской Федерации 

(2015–2020 годы)»

В
реализации данной части программы 

принимали участие: ФБУН ГНЦ ПМБ 

(координатор НИОКР среди НИИ 

Роспотребнадзора), ФКУЗ РосНИПЧИ 

«Микроб», ФКУЗ Иркутский научно-исследова-

тельский противочумный институт, ФКУЗ 

Ростовский-на-Дону противочумный институт, 

ФКУЗ Волгоградский научно-исследователь-

ский противочумный институт, ФКУЗ 

Ставропольский противочумный институт, 

ФБУН НИИЭМ им. Пастера, ФБУН ЦНИИ эпи-

демиологии, ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» (вирусо-

логические исследования), ФБУН ННИИЭМ 

им. академика И.Н.Блохиной.

Данное сообщение посвящено анализу выполненных научно-исследовательских работ в 

области бактериологии, в основном особо опасных и социально значимых инфекций. 

Результаты распределены по направлениям, обозначенным в Федеральной целевой про-

грамме.

Разработка и оптимизация средств и методов идентификации и дифференциации 

возбудителей особо опасных инфекций (ООИ) на основе данных о разнообразии гено-

мов

В рамках данной тематики с помощью биоинформационных баз данных и программ про-

анализирована информация об особенностях нуклеотидных последовательностей штаммов 

и видов целевых микроорганизмов. В результате работы подобраны специфичные для воз-

будителей чумы, холеры, легионеллеза, сапа, мелиоидоза, бруцеллеза ДНК-мишени, олиго-

нуклеотидные праймеры и зонды, которые использованы для разработки методов их выяв-

ления, генетического типирования и дифференциации, а именно: проведены подбор и опти-

мизация компонентов и условий для выявления и внутривидовой дифференциации штаммов 

чумного микроба методом мультилокусной полимеразной цепной реакции (ПЦР) в формате 

биочипа (МЛ ПЦР-Чип); выбраны 12 хромосомных и плазмидных ДНК-мишеней (локусы 3а, 

yihN, pla, caf1, irp2, hmsH, lcrV, 45, 89, Med(-24), Med(-70), glpD(-93), Pro, Phage), рассчитаны 

праймеры для них, оптимизированы слайды для иммобилизации зондов, буферы для печати 

и гибридизации; эффективность компонентов подтверждена на 22 штаммах основного и не-

основного подвидов;  проведены подбор и оптимизация компонентов (в частности, прайме-

ров и зондов к ДНК-мишеням lolB, wbeN, wbfR, а также seqY, hlyA) для выявления и диффе-

ренциации возбудителей холеры и актуальных острых кишечных инфекций, в частности 

сальмонеллезов и кампилобактериозов, путем амплификации нуклеиновых кислот, включая 

мультилокусный формат; проведены подбор и оптимизация компонентов и условий для ге-
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нетического типирования штаммов возбудителя чумы методом мультилокусного VNTR-

анализа на 15 локусах; подобраны компоненты (в частности, праймеры и зонды к ДНК-

мишеням sdhA, ftsZ, 16SrDNA, а также dotA, lvrA(lvhD)) и оптимизированы условия для вы-

явления и дифференциации легионелл методом ПЦР с гибридизационно-флуоресцентным 

учетом результатов в режиме реального времени (ПЦР РВ); на основе анализа геномных 

последовательностей 86 штаммов Burkholderia pseudomalei сформированы схемы cg/wg 

MLST для внутривидовой дифференциации штаммов возбудителей мелиоидоза методом 

фрагментного анализа; подобраны и получены компоненты (в частности, праймеры и зонды 

к ДНК-мишеням bcsp31(Brucella), BMEII0847(melitensis), sodA, smc(abortus)) и оптимизирова-

ны условия для генетического типирования штаммов возбудителя бруцеллеза путем ампли-

фикации целевых локусов INDEL и VNTR.

В ходе выполнения данной НИОКР на основании данных полногеномного секвенирования 

адаптированы для эффективного генотипирования возбудителей ООИ методы фрагментно-

го анализа нуклеиновых кислот, что позволит проводить на новом уровне точности их вну-

тривидовую дифференциацию.

Новые данные о генетическом разнообразии патогенных микроорганизмов на клональ-

ном, штаммовом и видовом уровнях могут быть использованы для оценки рисков возникно-

вения вспышек инфекций в рамках деятельности по контролю за инфекционными заболева-

ниями.

Разработка линейки тест-систем лабораторного и полевого применения для экс-

пресс-диагностики инфекций, вызываемых патогенными биологическими агентами 

(ПБА) I–II групп патогенности, с использованием гено- и иммунодиагностических тех-

нологических платформ

В рамках данной темы проведены выбор, получение и оптимизация компонентов и условий: 

для выявления возбудителя Ку-лихорадки в тесте ПЦР; для выявления возбудителя Ку-

лихорадки в иммуноферментном анализе (ИФА); для выявления антител к возбудителю туля-

ремии в иммунохроматографическом анализе. Оформлены соответствующие протоколы.

Выполнены конструирование и опытно-экспериментальные исследования компонентов 

пробоподготовки для одновременного выявления 5 возбудителей особо опасных бактери-

альных патогенов с использованием реакции петлевой изотермической амплификации 

(LAMP). Получен и оптимизирован набор компонентов пробоподготовки на наномагнитных 

частицах (НМЧ) для LAMP-тестов, исследована эффективность использования пробоподго-

товки на НМЧ для LAMP-тестов на возбудителей ООИ. Проведены выбор и получение анти-

генных компонентов мультиплексных иммуночипов для быстрого обнаружения антител к 

вирусам I–II групп патогенности: сравнительный анализ антигенов филовирусов с целью 

выявления видоспецифических фрагментов. 

С помощью биоинформационных баз данных и программ проанализирована имеющаяся 

информация об особенностях генома Coxiella burnetii и выявлены высокоспецифичные кон-

сенсусные участки генетических мишеней, для амплификации которых сконструированы 

системы олигонуклеотидных праймеров и флуоресцентных зондов. На их основе разработан 

диагностический ПЦР-тест для выявления С. burnetii. Получен антиген C. burnetii, примене-

ние которого обеспечивает специфическую активность разрабатываемого диагностического 

ИФА-теста для выявления антител к C. burnetii. Подобраны специфичные компоненты имму-

нохроматографического теста для выявления антител к возбудителю туляремии. 

Сконструированы компоненты наборов пробоподготовки с использованием НМЧ для одно-

временного выявления 5 возбудителей ООИ в реакции LAMP. Для разработки диагностиче-

ской системы, предназначенной для выявления антител к возбудителям вирусных заболева-

ний I–II групп патогенности, проведен анализ литературных данных о потенциальных белко-

вых вирусных антигенах. Оценена диагностическая ценность различных вирусных антиге-

нов, для наиболее перспективных проведена оптимизация нуклеотидных последовательно-

стей кодирующих их генов под конкретные системы экспрессии, а также получены генетиче-

ские конструкции, содержащие фрагменты ДНК, кодирующие целевые белки. 

Впервые получены новые данные о возможностях экспресс-диагностики ООИ по генети-

ческим и иммунологическим маркерам. Разработаны диагностические тест-системы на ос-

нове ПЦР РВ для выявления C. burnetii, ИФА – для серодиагностики Ку-лихорадки, иммунох-

роматографии – для серодиагностики туляремии. Показана возможность эффективного ис-

пользования пробоподготовки на НМЧ для одновременного выявления возбудителей ООИ 

методом LAMP. 
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Разработка и внедрение в медицинскую практику современных методов, обладающих 

высокой информативностью и производительностью для осуществления одновременной 

диагностики целого ряда инфекционных заболеваний, позволит повысить качество и доступ-

ность диагностических услуг населению, будет способствовать росту уровня отечественного 

здравоохранения в целом. Применение результатов данной работы позволит проводить 

раннее диагностирование инфекционных заболеваний, предотвращая угрозу их распростра-

нения.

Совершенствование нормативно-методической базы процедуры депонирования 

штаммов патогенных микроорганизмов, клеточных культур и результатов их исследо-

ваний в Государственных коллекциях Роспотребнадзора

При выполнении работ по данной тематике на основе выбранного программного обеспе-

чения создана структура информационного банка данных результатов научных исследова-

ний штаммов патогенных микроорганизмов и клеточных культур в Государственных коллек-

циях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора. Подготовлен проект методических 

рекомендаций «Порядок организации и управление информационным банком данных ре-

зультатов научных исследований штаммов патогенных микроорганизмов и клеточных куль-

тур в Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора».

Определены современные методические подходы к идентификации и установлению ау-

тентичности коллекционных штаммов патогенных микроорганизмов и клеточных культур в 

Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора; подготовле-

на аналитическая справка. Выполнено формирование базы данных результатов научных 

исследований штаммов патогенных микроорганизмов и клеточных культур из Государственных 

коллекций патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора. Оформлены паспорта коллек-

ционных штаммов бактерий и вирусов I–II групп патогенности и клеточных культур.

Разработка методологии идентификации возбудителей особо опасных инфекций в 

биологическом материале, содержащем смесь патогенных биологических агентов

В рамках данной тематики созданы 3 базы данных, включающие характерные варианты 

последовательностей ДНК Bacillus anthracis, Francisella tularensis и Vibrio cholerae. Создана 

программа MetaAnalyzer 2.0 для работы с базой данных характерных вариантов последова-

тельностей ДНК V. cholerae. 

Разработаны методические рекомендации «Алгоритм анализа метагеномных данных, по-

зволяющего выявлять в сложных образцах присутствие ДНК Bacillus anthracis, Francisella 

tularensis, Vibrio cholerae» учрежденческого уровня. Получены протоколы создания сложных 

модельных образцов с концентрациями ДНК B. anthracis, F. tularensis и V. cholerae менее 1% 

от ДНК других микроорганизмов и протоколы оценки эффективности обнаружения в слож-

ных образцах присутствия ДНК B. anthracis, F. tularensis и V. cholerae, а также протоколы 

создания сложных модельных образцов, содержащих ДНК возбудителей кишечных инфек-

ций II–IV групп патогенности (возбудители холеры, возбудители эшерихиозов, стафилококки, 

листерии, клостридии, сальмонеллы, патогенные вирусы), и соответствующие протоколы 

оценки эффективности обнаружения в сложных образцах присутствия ДНК возбудителей 

инфекций II–V групп патогенности. Подготовлена аналитическая справка «Особенности ана-

лиза метагеномных образцов, содержащих новые и редкие возбудители инфекционных за-

болеваний».

В результате выполненного исследования созданы и представлены 3 базы данных (элек-

тронные варианты): база данных, включающая характерные варианты последовательностей 

ДНК Burkholderia spp.; база данных, включающая характерные варианты последовательно-

стей ДНК Brucella spp.; база данных, включающая характерные варианты последователь-

ностей нуклеиновых кислот, характерных для патогенных вирусов. Разработана модельная 

система, позволяющая оценить эффективность обнаружения в сложных образцах присут-

ствия нуклеиновых кислот, принадлежащих Burkholderia spp., Brucella spp., патогенным виру-

сам. 

Проведен анализ геномов штаммов ПБА I–II групп бактериальной и вирусной этиологии, 

представляющих наибольшую актуальность для обеспечения биологической безопасности. 

Создана база данных, включающая характерные варианты последовательностей нуклеино-

вых кислот различных ПБА I–II групп бактериальной и вирусной природы, предназначенная 

для идентификации ПБА I–II групп бактериальной и вирусной этиологии, представляющих 

наибольшую актуальность для обеспечения биологической безопасности.



И.А.Дятлов / Бактериология, 2020, т. 5, №4, с. 5–11

8

Осуществлен выбор параметров для картирования данных метагеномных исследований, 

направленных на исследование образцов, подозрительных на наличие патогенов бактери-

альной либо вирусной природы с известной таксономической принадлежностью; универ-

сальных параметров для картирования данных высокопроизводительного секвенирования, 

полученных при исследовании образцов, содержащих возбудителей инфекционных заболе-

ваний неясной этиологии; критериев оценки достоверности обнаружения в исследуемых 

образцах присутствия возбудителей инфекционных заболеваний, наиболее актуальных для 

обеспечения биологической безопасности.

Создание новой технологической платформы для получения нативных человече-

ских терапевтических моноклональных антител (МКА) к опасным токсинам и особо 

опасным инфекциям бактериальной и вирусной природы

При выполнении работ по данной тематике проведено определение иммунного статуса 

добровольцев, вакцинированных против сибирской язвы и клещевого энцефалита, для вы-

бора доноров иммунокомпетентных клеток с целью последующего слияния. Проанализированы 

сыворотки крови 28 доноров, иммунизированных против клещевого энцефалита, и 10 до-

норов, иммунизированных против сибирской язвы, на взаимодействие с вирусом клещевого 

энцефалита и компонентами летального токсина соответственно. Оформлен протокол ис-

следований. 

Отработана технология получения гетерогибридом человек–мышь. Для проведения экс-

периментов по слиянию и получению гибридомных клонов отобраны образцы сывороток 

крови 12 добровольцев, вакцинированных против клещевого энцефалита, с титрами антител 

IgG от 1:1600 до 1:200, и 4 добровольцев, вакцинированных против сибиреязвенной инфек-

ции. С использованием методологии клеточного сортинга для отбора плазмобластов, техно-

логий розеттинга, иммортализации вирусом Эпштейна–Барр и процедуры электрослияния 

было проведено конструирование гетерогибридом человек–мышь. Оформлены паспорта 

гетерогибридом – продуцентов нативных человеческих МКА.

Проведен отбор специфических клонов терапевтических МКА к протективному антигену и 

летальному фактору летального токсина сибирской язвы и антигенным белкам вируса клеще-

вого энцефалита. Оформлен протокол селекции клонов-продуцентов. Проведен скрининг 

продуцентов нативных человеческих МКА. Из 29 криоконсервированных клонов тригибридом 

на основании данных ИФА и токсиннейтрализующей активности клонов МКА в in vitro тесте 

против летального токсина B. anthracis и против вируса клещевого энцефалита выбрано 

19 стабильных клонов продуцентов МКА. Получены рекомбинантные белки к III и IV доменам 

протективного антигена возбудителя сибирской язвы. Определена специфическая активность 

клонов МКА в отношении компонентов летального токсина – полноразмерных рПА и рЛФ 

B. anthracis, а также доменная специфичность МКА против III и IV доменов рПА. Синтезируемые 

клонами МКА охарактеризованы по классовой принадлежности и аффинности. Подобраны и 

описаны оптимальные условия культивирования тригибридных клеточных линий продуцентов 

МКА, позволяющих получить высокие показатели продукции нативных человеческих терапев-

тических антител. На основании оптимизации условий культивирования разработан протокол 

продукции МКА тригибридными клеточными линиями в динамическом режиме. 

Разработаны технология пилотного культивирования гибридомных клонов и выделения 

нейтрализующих человеческих моноклональных антител из культуральной жидкости и тех-

нология очистки нейтрализующих человеческих МКА методами высокоэффективной жид-

костной хроматографии (ВЭЖХ). Оформлен протокол выделения и очистки токсин-нейтра-

лизующих человеческих антител и человеческих антител, нейтрализующих вирус клещевого 

энцефалита. Исследованы способность нейтрализации человеческими МКА действия ле-

тального токсина на мышах линии BALB/c и способность нейтрализации человеческими МКА 

вируса клещевого энцефалита на беспородных мышах.

Оформлены: протокол исследований по нейтрализации инфекции клещевого энцефалита 

с помощью человеческих МКА на модели мышей; протокол исследований по нейтрализации 

действия летального токсина с помощью человеческих МКА на модели мышей линии 

BALB/c; паспорта клонов, обладающих высокоэффективной продукцией антител, специфи-

чески нейтрализующих действие сибиреязвенного токсина и вируса клещевого энцефалита 

in vivo.

В рамках выполнения НИР предложено техническое решение для создания экономически 

эффективного способа получения панелей полностью человеческих МКА к антигенам пато-

генных бактерий и вирусов. Использование мышиных моделей позволяет выбрать тригибри-
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домы, синтезирующие антитела с высокой токсиннейтрализующей активностью в отноше-

нии сибиреязвенного токсина и вируса клещевого энцефалита. Оптимизация культивирова-

ния тригибридом с использованием микроносителя в среде культивирования позволяет 

увеличить выход продукта в 2,5 раза.

В продолжение предыдущей тематики были выполнены исследования в рамках НИОКР 

«Разработка технологии получения очищенных терапевтических моноклональных антител 

человека», в рамках которой получены и очищены методами хроматографии рекомбинант-

ные полноразмерные протективный антиген и летальный фактор B. anthracis, а также их 

домены. Получены меченые флюоресцентным красителем рекомбинантные протективный 

антиген и летальный фактор B. anthracis.

Получены данные об уровне антител, специфичных к протективному антигену B. anthracis, 

в сыворотках крови доноров, иммунизированных вакциной сибиреязвенной живой сухой, 

токсиннейтрализующей активности исследуемых сывороток в отношении летального токси-

на B. anthracis, на основании которых будут выбраны доноры для получения плазмобластов. 

Отработана методология стерильного сортинга плазмобластов в щадящем для клеток режи-

ме. Проведены фенотипирование и селекция единичных плазмобластов, специфических к 

протективному антигену возбудителя сибирской язвы из популяции В-лимфоцитов, получен-

ных методом негативной селекции.

В результате выполненных работ оптимизирована технология селекции единичных плаз-

мобластов человека из крови вакцинированных против сибирской язвы доноров. Ключевыми 

элементами технологии являются: 1) селективное выделение В-лимфоцитов в жидкой фазе 

из образцов крови; 2) фенотипирование плазмобластов в крови вакцинированных доноров; 

3) оптимизация условий единичного сортинга плазмобластов. Оформлен протокол селекции 

специфических плазмобластов против инфекционных агентов на примере B. anthracis.

В рамках выполнения НИР предложено техническое решение для создания экономически 

эффективного способа получения последовательностей, кодирующих вариабельные участки 

специфически активных иммуноглобулинов человека с целью их дальнейшего использования 

для получения человеческих МКА. На основании фенотипических характеристик В-лимфоцитов 

предложено проводить единичный сортинг плазмобластов методом проточной цитометрии. 

Для получения В-лимфоцитов используют кровь доноров на 6–7-е сутки после иммунизации 

вакциной сухой сибиреязвенной живой. Применение единичного сортинга плазмобластов 

значительно упрощает дальнейшее получение и селекцию экспрессионных векторов. 

Таким образом, разработана высокочувствительная экспресс-система скрининга и со-

ртинга специфических плазмобластов (препродуцентов антител), основанная на селекции 

клеток, экспрессирующих маркеры плазмобластов и антитела к протективному антигену B. 

anthracis. Данный метод позволит получить специфические плазмобласты в течение 4 ч. 

Оптимизированная технология может быть использована в дальнейшем при конструирова-

нии человеческих и химерных МКА.

Получены данные о технологии клонирования последовательностей, кодирующих вариа-

бельные части человеческого иммуноглобулина G, из одной клетки-плазмобласта, создания 

вектора, оптимизации условий трансфекции и культивирования клеток-продуцентов с по-

следующей очисткой моноклональных антител методами ВЭЖХ.

Проведено определение первичной структуры специфических человеческих антител. В 

составе промежуточного отчета представлено описание последовательностей кДНК, коди-

рующей синтез IgG, специфических к токсину B. anthracis. Осуществлена оптимизация про-

цесса синтеза терапевтических МКА человека. Оформлен «Лабораторный регламент нара-

ботки терапевтических моноклональных антител человека ЛР 78095326-224-2019».

Проведена оптимизация процесса выделения терапевтических МКА человека. Оформлен 

«Лабораторный регламент хроматографического выделения терапевтических моноклональ-

ных антител человека ЛР 78095326-225-2019».

Проанализирована токсиннейтрализующая активность МКА в системе in vitro с использо-

ванием перевиваемой макрофагоподобной клеточной линии J774A.1. В мышиной модель-

ной системе проведена оценка нейтрализующей активности МКА против летального токсина 

сибиреязвенного микроба. Данные о токсиннейтрализующей активности МКА в отношении 

сибиреязвенного токсина в системе in vitro на перевиваемой клеточной линии J774A.1 и в 

системе in vivo на мышах представлены в виде раздела в составе отчета.

На основании данных о токсиннейтрализующей активности антител выбраны наиболее 

эффективные клоны-продуценты. Наработано два образца человеческих МКА, оформлены 

акт наработки и паспорта. 
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Использование современных омиксных и генно-инженерных технологий для харак-

теристики фондовых культур бактерий и вирусов из состава Государственных коллек-

ций патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора

В рамках данной тематики проведена разработка технологии определения полных после-

довательностей бактериальных хромосом и плазмид у штаммов Yersinia pestis. Выполнено 

гибридное секвенирование трех штаммов чумного микроба с использованием технологий 

мономолекулярного гибридного секвенирования (MinION) и секвенирования путем синтеза 

(Illumina). Показана высокая эффективность совместного использования данных молекуляр-

ного нанопорового секвенирования и данных, полученных при секвенировании посредством 

синтеза, для реконструкции последовательностей бактериальной хромосомы. Представлены: 

протоколы гибридного секвенирования штаммов Y. pestis; протоколы реконструкции полных 

последовательностей хромосом и плазмид штаммов Y. pestis.

Выполнено полногеномное секвенирование 25 штаммов бактерий I–II группы патогенно-

сти и 10 штаммов вирусов из коллекционных фондов Государственных коллекций патоген-

ных микроорганизмов Роспотребнадзора. Представлены полученные в результате секвени-

рования паспорта геномных последовательностей 10 штаммов патогенных вирусов и 25 па-

тогенных бактерий; полный набор нуклеотидных последовательностей 25 штаммов патоген-

ных бактерий в формате FASTQ; полный набор нуклеотидных последовательностей 

10 штаммов вирусов в формате FASTA.

Проведена разработка прототипа интерактивного каталога штаммов микроорганизмов, 

депонированных в Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов 

Роспотребнадзора. Проект интерактивного каталога штаммов микроорганизмов из 

Государственных коллекций патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора представлен в 

составе отчета. Для совершенствования учета штаммов, депонированных в Государственных 

коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора, подготовлен проект регистра-

ции и алгоритм обработки запросов для создания интерактивного каталога. Разработан 

проект интерфейса интерактивного электронного каталога.

Проведена разработка технологии определения полных последовательностей бактери-

альных хромосом и плазмид у штаммов Y. pestis, B. anthracis, F. tularensis, V. cholerae. 

Осуществлено наполнение интерактивного каталога штаммов микроорганизмов, депониро-

ванных в Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора, 

данными экспериментальных исследований по изучению биологических свойств бактерий и 

вирусов. Интерактивный каталог, дополненный результатами научных исследований, пред-

ставлен в составе промежуточного отчета.

Выполнено полногеномное секвенирование штаммов микроорганизмов из фондов 

Государственных коллекций патогенных микроорганизмов (не менее 150 штаммов). 

Оформлены паспорта геномных последовательностей штаммов бактерий и вирусов (не 

менее 150 штаммов).

Проведена разработка технологии мобильной экспресс-идентификации штаммов 

Y. pestis, B. anthracis, F. tularensis, V. cholerae, а также патогенных вирусов в биологических 

жидкостях и материалах окружающей среды с использованием мономолекулярного секве-

нирования на основании метагеномного подхода. Проведена разработка методов иденти-

фикации изменения экспрессии бактериальных генов, ассоциированных с вирулентностью. 

Оформлены протоколы РНК-секвенирования бактериальных культур, депонированных в 

Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора (не менее 

8 протоколов).

Проведена разработка технологии определения полных последовательностей бактери-

альных хромосом и плазмид у штаммов Burkholderia mallei, Burkholderia pseudomallei, Brucella 

melitensis, Brucella abortus, Brucella suis. 

Выполнено полногеномное секвенирование не менее 200 штаммов бактерий и вирусов из 

фондов Государственных коллекций патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора. 

Оформлено не менее 200 паспортов геномных последовательностей штаммов. На электрон-

ном носителе информации представлен каталог нуклеотидных последовательностей 

CRISPR-Cas системы у штаммов возбудителей особо опасных инфекций, депонированных в 

Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора. 

Разработана технология мобильной экспресс-идентификации штаммов Burkholderia spp., 

Brucella spp., веротоксинпродуцирующих штаммов Escherichia coli в биологических жидко-

стях и материалах окружающей среды с использованием мономолекулярного секвенирова-

ния на основании метагеномного подхода. Оформлены протоколы идентификации штаммов 
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в биологических жидкостях и материалах окружающей среды с применением мобильной 

системы, основанной на использовании мономолекулярного секвенирования, для штаммов 

B. mallei, B. pseudomallei, B. melitensis, B. abortus, B. suis и веротоксинпродуцирующих штам-

мов E. coli. Разработан и оформлен проект методических рекомендаций «Экспресс-

идентификация возбудителей особо опасных инфекций на основании метагеномного под-

хода с использованием технологии мономолекулярного секвенирования».

Осуществлена разработка методов идентификации изменения статуса метилирования 

бактериальной ДНК штаммов патогенных бактерий, депонированных в Государственных 

коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора. Проведен анализ статуса ме-

тилирования хромосом и плазмид штаммов патогенных бактерий, депонированных в 

Государственных коллекциях патогенных микроорганизмов Роспотребнадзора; оформлено 

не менее 8 протоколов анализа статуса метилирования ДНК методом мономолекулярного 

секвенирования.

В результате выполнения научно-исследовательских работ по данной Федеральной целе-

вой программе было разработано 28 диагностических, профилактических и лекарственных 

препаратов, находящихся на разных уровнях утверждения и внедрения. Кроме того, создано, 

усовершенствовано или освоено множество современных методов исследования патогенов, 

генно-инженерных технологий конструирования важных для диагностики и профилактики 

биомолекул, внедрены биоинформационные технологии. Эти обстоятельства позволяют 

считать, что программа внесла существенный вклад в укрепление биологической безопас-

ности страны и решение подобных задач программно-целевым методом существенно повы-

шает результативность и практическую значимость научно-исследовательских и опытно-кон-

структорских работ.

В данном сообщении представлено краткое изложение основных результатов Федеральной 

целевой программы «Национальная система химической и биологической безопасности 

Российской Федерации (2015–2020 годы)», многие из которых стали заделом для формиро-

вания Государственной программы «Обеспечение химической и биологической безопасно-

сти Российской Федерации в 2021–2024 годах», в рамках которой будут продолжены науч-

ные и прикладные исследования в области санитарно-эпидемиологического благополучия 

государства. 

Директор ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии 

и биотехнологии» Роспотребнадзора, академик РАН 

И.А.Дятлов 
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Попавший в почву возбудитель сибирской язвы образует споры, длительное время сохраняющие жизнеспособность и 
вирулентность. Анализ имеющихся сведений показывает, что сибиреязвенный микроб может сохранить вирулентность 
при нахождении в почве до 1300 лет. Все это время сохраняется опасность почвы для людей при проведении земляных 
работ на территории сибиреязвенных почвенных очагов. К почвенным очагам сибирской язвы относятся сибиреязвен-
ные скотомогильники (захоронения), места падежа, прирезки, стихийные захоронения павших от сибирской язвы 
животных и другие объекты окружающей среды, содержащие возбудителя сибирской язвы. 
Находясь в почве, возбудитель при благоприятных условиях может проходить полный многократный биологический 
цикл своего развития. В результате может произойти изменение свойств, что мы и наблюдали при выделении возбу-
дителя из проб почвы, отобранных из скотомогильника 70-летней давности. 
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П
о классификации ВОЗ территория Российской 

Федерации (РФ) относится к зоне спорадического про-

явления инфекции [1]. Эпидемиологическая обстановка по 

сибирской язве в России оценивается как напряженная и не 

имеющая тенденции к стабилизации [2]. За последние годы 

заболеваемость остается на не высоком, но стабильном 

уровне – ежегодно регистрировалось от 2 до 24 случаев 

сибирской язвы у людей. Однако в 2016 г. заболело 36 чело-

век [3]. При этом в отдельных случаях наступал летальный 

исход. По последним данным, летальность при кожной 

форме при отсутствии лечения составляет 10–20%, при 

лечении – от 1 до 5,8%, а при кишечной и легочной формах 

даже при лечении – от 85 до 100%. Это дает основание счи-

тать сибирскую язву опасной инфекцией. 

Заболевания людей возникали в результате непосред-

ственных контактов с больными сельскохозяйственными 

животными при проведении вынужденного убоя, при раз-

делке туш и захоронении трупов животных, павших от си-

бирской язвы, при кулинарной обработке инфицированного 

мяса, при уходе за больными животными или при торговле 

мясом на рынке [4]. Как показали наши исследования, воз-

будитель сибирской язвы сохранял жизнеспособность в 

мясе до шести месяцев (срок наблюдения) хранения в усло-

виях холодильника, переходя в споровую форму [5].
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Сибирская язва опасна по ряду причин, одной из которых 

является длительная выживаемость споровой формы воз-

будителя в почве. 

Сибиреязвенная бактерия вне организма при доступе 

кислорода воздуха образует споры, обладающие большой 

устойчивостью к высокой температуре, высушиванию и де-

зинфицирующим веществам. В споровой форме возбуди-

тель способен к длительному переживанию в почве, созда-

вая стационарно-неблагополучные регионы. Контамини-

рованная спорами почва может оставаться источником ин-

фекции длительное время. Описан случай заболевания си-

бирской язвой человека, заразившегося на месте захороне-

ния трупов сельскохозяйственных животных, проведенного 

более 80 лет тому назад [6]. Сообщается о выделении двух 

жизнеспособных штаммов возбудителя сибирской язвы из 

костей животных, найденных при археологических раскоп-

ках в Национальном Крюгер-парке (Южная Африка). 

Радиоуглеродный анализ этих костей показал, что они от-

носятся к животным, погибшим от сибирской язвы 200 ± 50 

лет назад [7]. Имеется предположение, что возбудитель си-

бирской язвы может быть активным через 1300 лет нахож-

дения в почве [8]. Так, в Пермской области в пробах грунта, 

взятого на месте археологических раскопок поселения VII 

века, был обнаружен возбудитель сибирской язвы, вызвав-

ший заболевание животного [9].

Инфицирование людей споровой формой Bacillus 

anthracis отмечалось при заражении от контаминированной 

почвы в 3–14% из общего числа заболеваний [10–12]. При 

этом наблюдали казуистические случаи. Так, кожные про-

явления сибирской язвы наблюдали вокруг раны на спине, 

нанесенной ударом кайлы, которой копали землю. На 9-й 

день в поясничной области обнаружили рану, окруженную 

пузырьками, отек поясничной области и левой стороны 

спины до левой лопатки. Температура тела поднялась до 

39,7°С. Больной был слаб, лицо бледное, губы и нос циано-

тичные. В содержимом пустулы выявили наличие бацилл 

сибирской язвы [13]. Больной скончался на 10-й день от на-

чала заболевания.

Почвенными очагами считаются скотомогильники, био-

термические ямы и другие места захоронения трупов жи-

вотных, павших от сибирской язвы [14]. Наибольшую угрозу 

для безопасности человека и животных представляют сиби-

реязвенные скотомогильники. К скотомогильникам относят-

ся места для долговременного захоронения трупов сельско-

хозяйственных и домашних животных, павших или забитых 

во время эпизоотии в порядке предупреждения распростра-

нения сибирской язвы. Такие скотомогильники называют 

«сибиреязвенные захоронения (СЯЗ)». Это территория, на 

которой может происходить инфицирование животных и 

людей, ведущее к вспышке заболевания сибирской язвой. 

Причины такой вспышки могут быть различными – от пря-

мого вмешательства человека до геоморфологических про-

цессов [15]. 

Исходя из этого, производится оценка потенциальной 

опасности скотомогильника, которая зависит от того, где 

именно и как был создан скотомогильник. На территории 

РФ, а также в странах ближнего и дальнего зарубежья на-

ходится значительное количество неблагополучных по си-

бирской язве регионов. В РФ насчитывается около 35 тыс. 

стационарно неблагополучных по сибирской язве пунктов с 

почвенными очагами, в которых учтено 7940 сибиреязвен-

ных скотомогильников [16]. По сведениям Управления вете-

ринарии с Государственной ветеринарной инспекцией 

Минсельхозпрода Московской области, на территории 

Московской области в результате анализа данных за 1901–

1988 гг. официально зарегистрировано 265 скотомогильни-

ков разных сроков захоронения трупов животных, павших 

от сибирской язвы, в том числе и в г. Москве. Однако лишь 

по 42 из них указаны приблизительные координаты, а по 

остальным нет вообще никаких данных о местах захороне-

ний. При передаче земель от Московской области Москве 

летом 2012 г. вместе с новыми территориями город получил 

и скотомогильники, 7 из которых не соответствуют санитар-

ным требованиям – не забетонированы и вокруг них не вы-

делены санитарно-защитные зоны [17].

Наименее опасны оформленные и зарегистрированные 

скотомогильники. Иначе обстоит дело со старыми или за-

бытыми скотомогильниками, которые попадают в сферу 

хозяйственной деятельности человека или подвергаются 

природным ландшафтным изменениям (например, осыпа-

ние склонов, подмывание берегов рек, формирование овра-

гов и впадин). К сожалению, на многих территориях до на-

стоящего времени не налажен должный учет скотомогиль-

ников и контроль за их состоянием. Только 52% сибиреяз-

венных скотомогильников имеют ветеринарно-санитарные 

карточки. Соответствуют ветеринарно-санитарным требо-

ваниям 37,03% сибиреязвенных скотомогильников [2]. 

В настоящее время в РФ 31,2% сибиреязвенных скотомо-

гильников находятся в собственности юридических лиц, а 

остальные являются бесхозными [2, 17]. В результате многие 

захоронения не обозначены ни на картах, ни на местности. 

Однако кроме бесхозных скотомогильников существуют 

еще и неучтенные. Более всего их около пустующих ныне 

сел и деревень. 

Опасность представляет не только сам скотомогильник, 

но и территория вокруг него. Так, в Республике Мордовия от 

сибирской язвы пало 55 животных, инфицирование которых 

произошло вследствие использования зеленого корма, за-

готовленного на территории в непосредственной близости 

от скотомогильника. 

В Пензенской области заражение животных произошло в 

результате скармливания им сена, заготовленного на по-

верхности не задокументированного скотомогильника, соз-

данного в 1960-х гг.

Подтверждением опасности скотомогильников является 

выделение нами возбудителя сибирской язвы из проб 

почвы, взятых на месте старого скотомогильника, существу-

ющего более 70 лет на берегу Иваньковского водохранили-

ща в Конаковском районе Тверской области [18]. Исторически 

известно, что в связи со строительством Иваньковского во-

дохранилища в 1936 г. на указанной территории наблюда-

лась крупная вспышка сибирской язвы. Плотность захороне-

ний животных, павших от сибирской язвы, – 5–6 скотомо-

гильников на каждые 3 км берега водохранилища [19]. 

Цель работы – анализ риска заражения людей при про-

ведении земляных работ на территории сибиреязвенных 

почвенных очагов, отбор и исследования проб почвы из 

старого скотомогильника.
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Материалы и методы 

Отбор и лабораторные исследования проб почвы для вы-

явления возбудителя сибирской язвы производили в соот-

ветствии с Методическими указаниями [20].

С целью обнаружения и выделения возбудителя сибир-

ской язвы использовали микробиологические (высевы на 

питательные среды), биологические (заражение лаборатор-

ных животных) и генетические (полимеразная цепная реак-

ция (ПЦР)) методы исследований. 

Согласно данным литературы, вероятность обнаружения 

в почве вегетативных клеток возбудителя сибирской язвы 

невелика [21–23], поэтому для отсечения неспоровых куль-

тур проводили термообработку почвенных взвесей при 83°С 

в течение 13 мин и затем высевали эти пробы на питатель-

ные среды: LB-агар с полимиксином, дифференциально-ди-

агностическую среду с фенолфталеинфосфатом натрия или 

с сорбитом и бромтимоловым синим. Это позволило нам 

сузить круг поиска B. anthracis. 

Свойства выделенных культур исследовали по существу-

ющим методикам [24, 25].

Для идентификации культур использовали ПЦР с помо-

щью Тест-системы ПЦР «ГенСиб», а также с разработанны-

ми в ГНЦ ПМБ праймерами на капсульную плазмиду и на 

компоненты сибиреязвенного токсина – протективный анти-

ген, летальный и отечный факторы.

В качестве контрольных использовали штаммы B. anthracis 

с различными гено- и фенотипами (81/1; 71/12; СТИ-1) и 7 

штаммов близкородственных бацилл группы B. cereus из 

Государственной коллекции микроорганизмов ФБУН ГНЦ 

ПМБ.

 

Результаты и обсуждение

После культивирования на агаровых питательных средах 

отбирали колонии серовато-матовые, шероховатые, с пло-

ской или слегка выпуклой поверхностью, ворсистой бахром-

чатой периферией, состоящей из нитей микробных палочек, 

отходящих от центральной части колонии, что придает ей 

вид локонов волос, львиной гривы или головы медузы (R-, 

RRO-формы). С дифференциально-диагностических сред 

также отбирали характерные колонии. Затем все подозри-

тельные колонии засевали в бульон Хоттингера и проводили 

оценку характера роста культур.

В классическом случае через 16–24 ч культивирования в 

жидких средах отмечается рост на дне пробирок в виде се-

точки, нитей или хлопка (комка ваты), бульон остается про-

зрачным или слегка опалесцирует. В то же время в 2–5% 

случаев у сибиреязвенных штаммов отмечаются отклонения 

от типичного роста в бульоне [26, 27] – наблюдается равно-

мерное помутнение бульона, образование пристеночного 

кольца и аморфного или трудно разбиваемого осадка. 

В результате при первичном анализе с питательного 

агара в чашках Петри отобрали более сотни подозритель-

ных колоний, после оценки характера роста в бульоне оста-

лось около 20 подозрительных культур. Проверили фаголи-

забельность выделенных культур специфическими сибире-

язвенными бактериофагами Гамма А-26 и Fah ВНИИВВиМ. 

Отобрали четыре штамма, которые лизировались специфи-

ческими бактериофагами, и несколько штаммов, которые 

фагами не лизировались. 

Проведенные исследования проб почвы из скотомогиль-

ника Тверской области позволили выделить шесть изолятов, 

которые получили обозначения П-1, П-4о, П-4, П-4ш, П-4с и 

П-14. Характеристики штаммов приведены в табл. 1.

Два штамма (П-1М и П-4о) обладали всеми типичными 

для возбудителя сибирской язвы характеристиками – типич-

ный рост на агаровой питательной среде и в бульоне, лиза-

бельность фагами Гамма А-26 и Fah ВНИИВВиМ, чувстви-

тельность к пенициллину (по тесту «жемчужного ожере-

лья»), образование зоны преципитации на агаре с сибиреяз-

венным гамма-глобулином. Отсутствие капсулообразования 

на среде Green, вероятно, связано с их частичной аттенуаци-

ей в процессе длительного нахождения в почве. Три штам-

ма, несмотря на типичный рост на агаровой среде, не лизи-

ровались фагами и были устойчивы к пенициллину. 

Было проведено молекулярно-генетическое типирование 

выделенных штаммов с помощью ПЦР. Для сравнения ис-

следовали ДНК штаммов B. anthracis и близкородственных 

бацилл. Из исследуемых и контрольных штаммов выделили 

ДНК и проверили в ПЦР с праймерами, разработанными 

Ramisse V. еt al. [28] для генома сибиреязвенного микроба – 

протективного антигена (pag), летального фактора (lef), от-

ечного фактора (cya) генов плазмиды рХО1, капсульной 

субстанции (cap) генов плазмиды рХО2 и хромосомного 

маркера (Вa813). Результаты представлены в табл. 2.

Как следует из приведенных результатов, только два из 

шести выделенных штаммов являются «полноценными» 

Таблица 1. Свойства штаммов бацилл, выделенных из почвы сибиреязвенного скотомогильника в Тверской области

Штамм Свойства штаммов

Проба 
с фагами

Зона ингибирования 
на среде 

с ампициллином, мм

Гемолиз на 
кровяном агаре

Проба с 
сибиреязвенным 

глобулином

Морфология 
колоний на среде 

по Green

Рост в LB-бульоне

П-1М + 22 – + Шероховатые Типичный

П-4о + 10 – + Шероховатые Типичный

П-4 + 3 + ± Шероховатые Осадок, бульон мутный

П-4ш – 0 + _ Шероховатые Осадок, бульон мутный

П-4с – 0 + _ Шероховатые Осадок, бульон мутный

П-14 – 0 + _ Шероховатые Осадок, бульон прозрачный

СТИ-1 + 32 – + Шероховатые Типичный 

71/12 + 30 – + Слизистые Типичный
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B. anthracis в генетическом отношении – это штаммы П-1 и 

П-4о (в ПЦР выявлены все пять видоспецифических ПЦР-

фрагментов pag, lef, cya, сар, Ba813), что согласуется с ха-

рактеристиками выделенных штаммов, приведенными 

выше. У остальных выделенных культур фрагментов ДНК, 

соответствующих генам протективного антигена сибиреяз-

венного микроба, не обнаружено.

Таким образом, из проб почвы были выделены три типа 

сибиреязвенных культур. Некоторые из них имели свойства, 

типичные для B. anthracis, другие отличались по ряду при-

знаков. Это согласуется с имеющимися сведениями о вы-

делении из объектов внешней среды, наряду с типичными 

штаммами, атипичных мутантов, значение которых в эпиде-

миологии и патогенезе сибирской язвы остается не ясным и 

требует изучения [26, 27].

На основании информации о всех известных за послед-

ние более чем 100 лет стационарно неблагополучных по 

сибирской язве пунктах в России создан «Кадастр стацио-

нарно неблагополучных по сибирской язве пунктов 

Российской Федерации» [23, 29]. В нем отражены сведения 

о локализации стационарно неблагополучных по сибирской 

язве пунктов – республика, область, район, сельская адми-

нистрация, населенный пункт. Кадастр содержит также све-

дения о годах, в которые регистрировались случаи заболе-

ваний сибирской язвой людей и животных.

Всего в РФ за период 1900–2003 гг. зарегистрирован 

36091 адрес стационарно неблагополучных по сибирской 

язве пунктов, в которых учтено более 72 000 вспышек и от-

дельных случаев заболеваний сибирской язвой людей и 

животных [30]. Включенные в Кадастр сведения отражают 

целостную характеристику почвенных очагов сибирской 

язвы, позволяют проводить ретроспективный анализ и дают 

возможность прогнозировать активизацию очагов. Однако 

встречаются и неучтенные скотомогильники. В результате 

реорганизации сельхозпредприятий (ликвидации совхозов и 

колхозов), сокращения общественного животноводства 

часть скотомогильников оказались бесхозными и зачастую 

эксплуатируются стихийно. Так, на основании паспортиза-

ции скотомогильников в Республике Бурятия выявлено 231 

сибиреязвенное захоронение, из них всего лишь для 9 уста-

новлено точное местонахождение [30]. В 2000 г. в Тамбовской 

области источником заражения животных послужил разры-

тый при проведении земляных работ неучтенный скотомо-

гильник, хотя ранее местность считалась благополучной по 

сибирской язве. 

Несмотря на создание Кадастра, наблюдения свидетель-

ствуют о необходимости более детального ретроспективно-

го изучения эпизоотологической обстановки на каждой ад-

министративной территории. По данным Апалькина В.А. с 

соавт. [12], в 2000–2004 гг. 18 очагов из 70 были выявлены 

на участках, ранее считавшихся благополучными. Поэтому 

до настоящего времени остаются актуальными проблема 

уточнения Кадастра неблагополучных пунктов и учет воз-

никших в прошлом мест захоронений павших от сибирской 

язвы животных. Традиционно сложившаяся привязка небла-

гополучия к населенным пунктам часто препятствует объ-

ективной оценке потенциала опасности. В минувшем столе-

тии исчезли с лица земли десятки тысяч деревень, несколь-

ко раз изменялось административно-территориальное деле-

ние практически каждой области (края, республики). В ре-

зультате многие неблагополучные пункты остались без 

«точного адреса». 

Встреча со старым неучтенным скотомогильником может 

произойти при проведении различного характера земляных 

работ. Поэтому необходимо знание эпидемиологического 

состояния местности, где предполагаются такие работы. 

Наряду с изучением документов проводятся изыскания на 

местности. При этом важным является опрос граждан, явля-

ющихся очевидцами захоронений или знающих их местона-

хождение. 

При выявлении конкретного места захоронения ориенти-

руются на особенности рельефа местности. Как правило, 

земля под старым скотомогильником образует небольшую 

впадину, которая выделяется на общем фоне, имеет пра-

вильную геометрическую форму, а края впадины возвыша-

ются над уровнем окружающего грунта. Кроме того, в леси-

стой местности можно заметить, что в самой впадине и во-

круг нее деревья несколько моложе, чем в общем массиве.

Установив место предполагаемого захоронения, проводят 

историческую оценку его месторасположения. При этом со-

поставляют дату вспышки сибирской язвы с возрастом де-

ревьев, расположенных в округе, былое расположение и 

конфигурацию населенных пунктов, животноводческих объ-

ектов, дорог и скотопрогонных трасс. Тем самым подтверж-

дается или опровергается вероятность захоронения сибире-

язвенных трупов в исследуемом месте.

Все сибиреязвенные скотомогильники должны удовлетво-

рять определенным санитарным требованиям в соответ-

ствии с п.п. 5.6–5.10 «Ветеринарно-санитарных правил 

сбора, утилизации и уничтожения биологических отходов» 

[31]. Ранее практически у каждой деревни имелись обычные 

ямы-захоронения животных, погибших от любых причин, в 

том числе сибирской язвы. Поэтому до настоящего времени 

Таблица 2. Результаты постановки ПЦР с ДНК некоторых 

штаммов бацилл

Штамм Результаты с праймерами

Ba 813
152 п.н.

Сар
264 п.н

Lef
385 п.н

Cya
546 п.н.

Pag
747 п.н

П-1М + + + + +

П-4о + + + + +

П-4 + – + – +

П-4ш + – – – –

П-4с + – – – –

П-14 + – – – –

B. anthracis 81/1 + + + + +

B. anthracis 71/12 + + + + +

B. anthracis СТИ-1 + – + + +

B. cereus 504 + – – –

B. cereus 217 + – – –

B. cereus 164 – – – –

B. subtilis 168 – – – –

B. thuringiensis – – – –

B. polymixa – – – –

B. megaterium – – – –
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оборудование многих скотомогильников не соответствует 

ветеринарным и санитарным требованиям. Тысячи скотомо-

гильников заброшены (рис. 1), не огорожены, а зачастую 

даже не отмечены на специальных картах. 

Проверка, проведенная в Уральском Федеральном окру-

ге, показала, что из 1659 известных захоронений больных 

животных только 189 отвечают требованиям «Ветеринарно-

санитарных правил сбора, утилизации и уничтожения био-

логических отходов» [31].

Вот как обозначен скотомогильник в 2003 г. в Тверской 

области (рис. 2). На стволе березы прибита табличка с над-

писью «сибирИязвенный скотомогильник», на которую на-

несены слова «брехня», «туалет». Других обозначений, 

ограждений нет. Вокруг заросли кустарника [32]. 

На рис. 3 приведено состояние скотомогильника в 

Кировской области в июне 2011 г. (А). В нарушение требова-

ний законодательства место захоронения биологических от-

ходов со спорами сибирской язвы огорожено деревянным 

забором высотой 150–170 см из жердей с промежутками 

между ними в 20–25 см, водозаборная траншея внутри 

ограждения не имеет достаточных глубины и ширины, высота 

кургана над скотомогильником ниже необходимого уровня. 

На этом же рисунке приведен пример оборудования скотомо-

гильника (Б) в соответствии с Санитарными требованиями.

Заключение

Учитывая наличие большого количества почвенных оча-

гов, их неполный учет, можно сказать, что существует риск 

заражения людей сибирской язвой при проведении на тер-

ритории сибиреязвенных почвенных очагов земляных работ: 

добыча грунта и его перемещение, рытье траншей, окопов, 

блиндажей и др. Особенно опасна встреча с неучтенными 

старыми скотомогильниками, сведения о точном месте рас-

положения которых отсутствуют или утрачены. Поэтому не-

обходимо знание эпидемиологического состояния местно-

сти, где предполагаются земляные работы. 

Одной из причин опасности почвенных очагов сибирской 

язвы является длительное сохранение возбудителем жизне-

способности и вирулентности. Подтверждением длительной 

Рис. 1. Заброшенный скотомогильник в Пермском крае.

Рис. 3. Обозначение сибиреязвенного скотомогильника в Кировской области (А). Оборудование скотомогильника в соответствии с 

Санитарными требованиями (Б) в Свердловской области.

Рис. 2. Обозначение сибиреязвенного скотомогильника в 

Тверской области.

А Б
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сохранности жизнеспособности возбудителем сибирской 

язвы является выделение нами сибиреязвенного микроба из 

проб почвы, взятых на месте старого скотомогильника, суще-

ствовавшего более 70 лет на берегу Иваньковского водохра-

нилища в Конаковском районе Тверской области [18]. 

Проведенные исследования проб почвы позволили выделить 

шесть изолятов, из которых два обладали всеми типичными 

для возбудителя сибирской язвы идентификационными при-

знаками, в том числе при молекулярно-генетическом типиро-

вании выделенных штаммов с помощью ПЦР. Отсутствие 

капсулообразования, вероятно, связано с частичной аттенуа-

цией микробных клеток в процессе длительного нахождения 

в почве. Выделение аналогичных штаммов из почвы скотомо-

гильников с различной давностью (20–50 лет) захоронения 

сибиреязвенных трупов описано в литературе [33–36]. 
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Биологи обнаружили бактерии, которые живут ниже дна океана 

При бурении в Нанкайской впадине в зоне Филиппинской 

литосферной плиты биологи из Бременского университета 

обнаружили микроорганизмы, обитающие на 1180 м ниже 

уровня морского дна. Это сейсмоактивная зона, и по мере 

погружения микробов становится меньше, а при температу-

ре выше 45°С они почти исчезают. Однако в более глубоких 

пластах при температуре 100°С были обнаружены бактери-

альные эндоспоры. Считается, что эти микроорганизмы 

будут долго выжидать наступления более оптимальных ус-

ловий.

Шахова С. Бактерии-экстремалы: найдены микроорга-

низмы, живущие ниже дна океана [Electronic resource].

Правда.Ру. 2020. URL: https://www.pravda.ru/news/

science/1563571-bakterii/ (accessed 08.12.2020).
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Получение и определение концентрации 

в культуральной жидкости фаэцина – 

пептидного бактериоцина 

Enterococcus faecium

В.М.Борзенков, В.П.Левчук, В.И.Суровцев 

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Фаэцин – пептидный бактериоцин с молекулярной массой ~5кДа – получен и очищен до электрофоретически чистого 
состояния с выходом ~70% от общей активности в культуральной жидкости (КЖ). Метод времяпролетной масс-
спектрометрии показал, что бактериоцин состоит из двух компонентов А и В с близкими молекулярными массами. В 
ранее опубликованных работах выход очищенных бактериоцинов, как правило, не превышал 4–5% от общей актив-
ности в КЖ. Авторы полагают, что увеличение выхода связано с тем, что учитывалось не только сходство пептидных 
бактериоцинов с высокомолекулярными белками, но и отличия, связанные с малой молекулярной массой, способно-
стью к гидрофобному взаимодействию при нейтральных и слабощелочных значениях pH и устойчивостью к денатура-
ции. Использование метода Скоупса позволило определить концентрацию фаэцина на конечной стадии очистки и в 
КЖ в абсолютных единицах (мг/л). Описанные в работе методы очистки с высоким выходом, вероятно, применимы и 
для других бактериоцинов вследствие близости их физико-химических свойств. 
Ключевые слова: Enterococcus faecium, Listeria monocytogenes, бактериоцин, фаэцин, культуральная жидкость, адсорб-
ционная хроматография, уравнение Скоупса
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Phaecin, a peptide bacteriocin with a molecular mass of ~5 kDa, was obtained and purified to an electrophoretically pure state 
with a yield of ~70% of the total activity in the culture fluid. The method of time-of-flight mass spectrometry (MALDI) showed 
that bacteriocin consists of two components A and B with similar molecular mass. In previously published works, the yield of 
purified bacteriocins, usually did not exceed 4–5% of the total activity in the culture fluid. The authors believe that the increase 
in yield is due to the fact that not only the similarity of bacteriocins with high molecular mass proteins was taken into account, 
but also differences associated with low molecular mass, the ability to hydrophobic interaction at slightly alkaline pH values   and 
resistance to denaturation. Using the Scopes method, it was possible to determine the concentration of phaecin in the final stage 
of purification and in the culture fluid in absolute units (mg/l). The methods of the purification with high yield described in this 
work are probably applicable to other bacteriocins due to the proximity of their physicochemical properties. 
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Х
отя появление антибиотиков привело к эффективному 

лечению многих инфекционных заболеваний, их не-

умеренно широкое применение имело отрицательный 

результат. Многие штаммы патогенных бактерий стали 

устойчивыми к пенициллину, затем появились полирези-

стентные, а в последнее время – «супербактерии», устойчи-

вые почти ко всем традиционным антибиотикам. Кроме того, 

некоторые из антибиотиков, несмотря на небольшую моле-

кулярную массу, становятся сильными аллергенами при 

взаимодействии с белками плазмы. Поэтому поиск новых 

антимикробных средств, особенно тех, которые эффективно 

действуют на полирезистентные бактериальные патогены, 

является весьма актуальной задачей.

Одним из перспективных кандидатов в борьбе с болез-

нетворными бактериями являются бактериоцины – белки и 

амфифильные пептиды, синтезируемые и секретируемые 

многими бактериями [1]. По сравнению с традиционными 

антибиотиками пептидные бактериоцины малотоксичны, не 

аллергенны и не реактогенны и действуют намного эффек-

тивнее традиционных антибиотиков [2]. Можно полагать, что 

они должны найти широкое применение как консерванты и 

для медицинских целей. 

Для медицины требуются высокоочищенные бактериоци-

ны, но их выход по общей активности обычно не превышает 

4–5% от активности в культуральной жидкости (КЖ), и это 

является одной из основных причин того, что они пока не ис-

пользуются. Низкий выход, вероятно, объясняется тем, что 

для очистки применяют методы, дающие высокий выход для 

высокомолекулярных белков, но не для низкомолекулярных 

пептидных бактериоцинов (молекулярные массы ~3–9 кДа). 

Так, на первой стадии обычно используется осаждение суль-

фатом аммония [3], что приводит к потере 50% и более 

общей активности. На последующих стадиях потери растут, и 

очищенный продукт получают с выходом не более 4–5% от 

активности в КЖ (от долей до нескольких мг на 1 л). Недавно 

был получен высокоочищенный рекомбинантный бактерио-

цин – авицин, природным продуцентом которого является 

Enterococcus avium, близкородственная культура Enterococcus 

faecium. Рекомбинантный авицин был получен путем экспрес-

сии в Escherichia coli под контролем промотора бактериофага 

Т7. Выход очищенного продукта составлял 5 мг на 1 л [4]. 

Цель данной работы: получение электрофоретически 

чистого фаэцина – пептидного бактериоцина, секретируемо-

го клетками E. faecium – с выходом ~70% от общей актив-

ности в КЖ и определение концентрации бактериоцина в 

КЖ в абсолютных единицах (мг/л).

Материалы и методы

Бактериальные культуры. В работе использовали куль-

туру клеток продуцента бактериоцина E. faecium 1073 и тест-

культуру Listeria monocytogenes 776 из Государственной 

коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных куль-

тур «ГКПМ-Оболенск».

Выращивание штамма-продуцента. Штамм E. faecium 

1073 выращивали в колбах объемом 0,75 л на питательном 

MRS-бульоне, приготовленном специально для лактобакте-

рий. Состав (г/л): протеозопептон – 10; мясной экстракт – 10; 

дрожжевой экстракт – 5; глюкоза – 20; твин-80 – 1; цитрат 

аммония – 2; CH3COONa – 5; MgSO4 – 0,1; Na2HPO4 – 2; 

MnSO4 – 0,05. Конечное значение pH при 25°С 7,2 ± 0,2. 

Культивировали в качалочных колбах объемом 0,75 л, со-

держащих 0,28 л питательной среды, на термостатируемой 

качалке Biosan ES-20/60 (BIOSAN, Латвия) при 37°С, 130 об./

мин в течение 24 ч. После окончания ферментации (общий 

объем 1100 мл) определяли оптическую плотность при 

590 нм и значение pH.

Выращивание штамма тест-культуры. Тест-культурой 

для проверки активности бактериоцинов был штамм 

L. monocytogenes 776 из коллекции культур ГНЦ ПМБ. 

Культивирование и питательная среда такие же, как у штам-

ма E. faecium 1073. Все реактивы производства «Химмед» 

(Россия), квалификация ч.д.а. Во всех случаях раствор глю-

козы с солью магния и дрожжевым экстрактом стерилизова-

ли отдельно при 0,5 атм, 30 мин. 

Очистка бактериоцина. Для очистки использовали мето-

ды концентрирования на установке УПЛ-0,6 (г. Кириши, 

Россия) с полыми волокнами, отсекающими макромолекулы 

с молекулярной массой более 15 кДа (объем концентрата 

193 мл), центрифугирования (5000 g, 20 мин), выдерживания 

раствора с бактериоцином при pH 2,7, обработки изопропа-

нолом, выпаривания спирта на роторном испарителе до 

35 мл, адсорбционной хроматографии на ДЭАЭ- и КМ-

целлюлозах в 0,02 М трис-HCl буфере, pH 8,2 (колонки 

1,6 × 50) с микрогранулированными сорбентами GE 

Healthcare (Швеция). Детекцию осуществляли с помощью 

хроматографа АКТА prime GE Healthcare (Швеция) при А280.

Определение антимикробной активности. Активность 

фракций бактериоцина определяли по лизису клеток с ис-

пользованием тест-культуры L. monocytogenes. Супернатант, 

полученный после удаления клеток или клеточных фрагмен-

тов, анализировали в двукратных разведениях. Для этого 

10 мкл из каждого разведения наносили на чашки Петри со 

свежеприготовленным газоном тест-культуры. За единицу 

удельной активности принимали максимальное разведение 

бактериоцина, вызывающее видимое подавление роста кле-

ток тест-культуры.

Электрофорез. Для определения молекулярной массы и 

чистоты бактериоцина использовали SDS PAG-электрофорез 

в 16%-м полиакриламидном геле со следующим набором 

маркеров: соевый ингибитор трипсина (21,5 кДа), рибону-

клеаза (13,7 кДа) и инсулин человека (5,7 кДа).

Масс-спектрометрия. Масс-спектрометрические данные 

очищенного бактериоцина получали на масс-спектрометре 

Microflex, LRF MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Германия). В каче-

стве калибровочного стандарта использовали Peptide 

Calibration Standart II (Bruker Daltonics, Германия). Образцы 

вносили в ячейку MSP-чипа MSP 96 (Bruker Daltonics, 

Германия) и покрывали насыщенным раствором α-циано-4-

гидроксикоричной кислоты в смеси 50% ацетонитрила, 2,5% 

трифторуксусной кислоты и 47,5% воды (об/об). Обработку 

спектров проводили с помощью программы Flex Control 

(Bruker Daltonics, Германия) в линейном режиме, частота азот-

ного лазера 60 Гц, в диапазоне масс 4–13 кДа. Обработку и 

анализ спектров проводили, используя программу Flex 

Analysis (Bruker Daltonics, Германия).

Определение концентрации бактериоцина в культу-

ральной жидкости. Для определения концентрации бакте-
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риоцина в КЖ использовали формулу A1 мг|мл
205 ≈31, примени-

мую для белков и длинноцепочечных пептидов. Значение pH 

доводили 6н HCl до 4,0, для удаления балластных белков 

проводили ультрафильтрацию. При таком значении pH бак-

териоцины не образуют агрегатов. Для предотвращения ад-

сорбции на стенках кюветы применяли сульфат натрия. 

Далее определяли А205 каждого разбавления (в 100, 200, 300, 

400 раз). Полученная прямая указывает на отсутствие олиго-

меров в этих растворах. Учитывая разбавление, процент ак-

тивности в очищенном образце по отношению к активности в 

КЖ и начальный объем, находили концентрацию бактериоци-

на (суммарную концентрацию фаэцинов А и В) в КЖ.

Результаты и обсуждение

В данной работе очистка фаэцина основана на его физи-

ко-химических свойствах: способности агрегировать в сла-

бощелочных и нейтральных условиях, как и другие длинно-

цепочечные катионные пептиды с pI > [5], сохранять полную 

активность при кислых и слабощелочных значениях pH и 

при повышенной температуре [6]. Первым этапом очистки 

фаэцина было концентрирование КЖ на полых волокнах. 

Это не только уменьшает объем начальной суспензии, но и 

повышает концентрацию фаэцина, что важно для последую-

щего отделения фрагментов клеточных стенок. Для концен-

трирования фаэцина использовали полые волокна, которые 

отсекают макромолекулы с молекулярной массой 15 кДа. 

90–95% фаэцина было обнаружено в концентрате. Это ука-

зывает на то, что в слабощелочных условиях фаэцин нахо-

дится в виде агрегатов, образующихся из молекул пептида, 

связывающихся благодаря гидрофобным взаимодействиям 

[5]. После отделения клеток центрифугированием в суперна-

танте остаются фрагменты клеточных стенок, всегда при-

сутствующие вместе с клетками. Их отделяют, доводя значе-

ние pH до 2,7. Кислые белки с изоточкой ~3, находящиеся на 

поверхности фрагментов, теряют заряд, фрагменты агреги-

руют, коагулируют и легко отделяются центрифугированием 

(12 000 g, 15 мин). Удаляется также и часть балластных 

белков, находящихся в свободном состоянии и денатуриру-

ющих при кислых значениях pH. Затем pH раствора подни-

мают до слабощелочного и выдерживают его при темпера-

туре 85°С в течение 30 мин. Большинство остающихся бал-

ластных белков денатурирует и удаляется центрифугирова-

нием. Потери активности на этих этапах составляют не 

более 10–15% от общей активности в КЖ.

На последней стадии очистки бактериоцина использова-

ли метод адсорбционной хроматографии на ДЭАЭ- и КМ-

целлюлозах, разработанный нами для очистки пероксидазы 

[7]. Принцип метода состоит в том, что раствор целевого 

белка наносят на колонку с ДЭАЭ-целлюлозой, уравнове-

шенной 0,02 М буфером со значением pH, близким к изо-

точке этого белка. Поскольку его заряд очень мал, то он 

будет медленно двигаться по колонке, так как слабые ад-

сорбционные силы не могут его удержать. Балластные же 

белки, заряд которых гораздо больше, чем у целевого 

белка, будут быстро продвигаться под действием электро-

статических сил, и таким образом происходит очистка целе-

вого продукта. При переносе элюата на колонку с КМ-

целлюлозой, уравновешенной тем же буфером, целевой 

продукт очищается от балластных белков противоположно-

го заряда. Таким образом, очистка происходит на двух ко-

лонках, при этом не требуется дополнительных стадий и 

целевой продукт получают с высоким выходом. Метод прин-

ципиально отличается от ионообменной хроматографии 

(ИОХ). Метод ИОХ основан на постепенном увеличении 

ионной силы при заданном значении pH, и белки, имеющие 

больший заряд, выходят из колонки после белков с мень-

шим зарядом. При использовании метода, в зависимости от 

градиента, возможно применение довольно коротких коло-

нок.

В методе адсорбционной хроматографии белки, имею-

щие значение изоточки, близкой к pH используемого буфе-

ра, слабо удерживаются за счет адсорбционных сил и мед-

ленно движутся вниз по колонке. Белки, изоточки которых 

находятся сравнительно далеко от значения pH раствора, 

либо быстро движутся по колонке, отталкиваясь от однои-

менно заряженного ионообменника, либо, имея противопо-

ложный заряд, остаются на ней [7]. В случае очистки адсорб-

ционной хроматографией предпочтительными будут колон-

ки сравнительно большой длины, поскольку хроматография 

происходит при постоянной и небольшой ионной силе. Этот 

метод в ряде случаев имеет преимущество перед ИОХ, так 

как очистка идет сразу на двух колонках (катионо- и анионо-

обменнике). Дополнительные методы очистки не требуются, 

поскольку целевой продукт дает одну полосу на электрофо-

реграмме (рис. 1).

Хотя фаэцин дает одну полосу в электрофорезе, масс-

спектрометрические данные показали, что он состоит из 

двух компонентов А и В с близкими молекулярными масса-

ми (рис. 2).

Одна полоса в электрофорезе объясняется тем, что фа-

эцины А и В имеют близкие молекулярные массы и, вероят-

но, один из них является минорным компонентом. Таким 

образом, фаэцин был очищен с выходом ~70% от общей 

активности в КЖ. Данные по очистке фаэцина приведены в 

таблице. 

Результаты данной работы показывают, что метод ад-

сорбционной хроматографии применим не только для бел-

ков, но и для длинноцепочечных пептидов, образующих 

агрегаты при нейтральных и слабощелочных условиях.

Обычно выход на какой-либо стадии определяется как 

процент от общей активности в КЖ, а активность выражают 

в условных единицах. Но часто необходимо знать концен-

Рис. 1. Электрофореграмма очищенного бактериоцина: 1 – бел-

ки-маркеры; 2 – 1 мкг бактериоцина в пробе; 3 – 0,7 мкг бакте-

риоцина в пробе.

1 2 3

1, кДа

13,7, кДа

5,7, кДа
4,9, кДа
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трацию бактериоцина в исходной КЖ в абсолютных едини-

цах (мг/л). Для определения этой концентрации использова-

ли уравнение Скоупса. 

В 1974 г. Скоупс показал, что концентрацию очищенного 

белка любой молекулярной массы с точностью до 10% 

можно найти из следующего уравнения [8]:

A1 мг/мл
205  = 27 + 120A280

A205 .

Второе слагаемое суммы справа равно, как правило, 4, и, 

таким образом, A1 мг/мл
205 ≈ 31 ± 10%, где A1 мг/мл

205  – величина оп-

тической плотности белка при длине волны 205 нм и концен-

трации белка 1 мг/мл. Уравнение Скоупса основано на том, 

что в коротковолновой ультрафиолетовой области при 

205 нм поглощаются не только ароматические аминокисло-

ты, но еще 5–6 аминокислот, встречающихся в аминокислот-

ной последовательности белка гораздо чаще, чем тирозин и 

триптофан. В результате одна и та же концентрация разных 

белков дает примерно одну и ту же оптическую плотность. 

Уравнение Скоупса оказалось применимым и для длинноце-

почечных пептидов – бактериоцинов [7] и пептида 1-40 из 

мозговой жидкости [9], а также для белков, в составе кото-

рых нет ароматических аминокислот. Поскольку уравнение 

Скоупса применимо для любого бактериоцина, оно примени-

мо и для суммы фаэцинов А и В. Концентрацию фаэцина в 

КЖ в мг/л находят следующим образом. Используя метод 

диффузии в гель, определяют процент выхода на любой 

желаемой стадии, в том числе и на конечной, где суммарный 

фаэцин электрофоретически чист. По уравнению Скоупса 

находят его концентрацию в мг/л на конечной стадии очист-

ки, а затем, зная выход в процентах на этой стадии и при-

нимая концентрацию в культуральной жидкости за 100%, 

находят эту концентрацию в мг/л. 

Заключение

Анализ литературных данных и результаты собственных 

исследований свидетельствуют о близости физико-химиче-

ских свойств большинства бактериоцинов. Близость физи-

ко-химических свойств пептидных бактериоцинов предпо-

лагает, что методы очистки с высоким выходом, предложен-

ные в данной работе, могут быть пригодны и для других 

бактериоцинов.
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Таблица. Характеристика бактериоцина на различных стади-

ях очистки

Образец Объем, 
мл

Удельная 
активность, 

у.е/мл

Общая 
активность, 

у.е.

Процент 
общей 

активности в 
КЖ

Начальная КЖ 1100 1600 176 × 104 100

кКЖ 193 8192 158 × 104 90

кКЖ-кл-фр 183 8192 150 × 104 85

Клетки 25,0 4096 102 400 6

Фрагменты 30,0 2048 61 440 3

Элюат ДЭАЭ-цел. 55 24 576 135 × 104 77

Элюат КМ-цел. 24 49 152 118 × 104 67
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Пыль разделяет гены устойчивости к антибиотикам

Исследователи из Северо-Западного университета впер-

вые обнаружили, что бактерии, живущие в домашней пыли, 

могут распространять гены устойчивости к антибиотикам. 

Хотя большинство бактерий безвредны, исследователи счи-

тают, что эти гены могут потенциально распространяться на 

патогенные микроорганизмы, что затрудняет лечение ин-

фекций.

Почему бактерии имеют общие гены? Они не могут спра-

виться со стрессом от пребывания в помещении. Например, 

в помещении может быть слишком сухо и холодно без до-

статочного количества источников питания. 

Микробы не способны справиться со стрессом, поэтому 

они делятся генетическими элементами с другими микро-

организмами.

Stressed-out dust is sharing antibiotic resistance genes [Electronic resource]. 

URL: https://phys.org/news/2020-01-stressed-out-antibiotic-resistance-genes.html 
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Пути решения проблем выделения протеев 

в ветеринарии

А.А.Кремлева1, Ю.А.Скоморина1, О.В.Полосенко2, А.П.Шепелин2

1ФГБУ «Центральная научно-методическая ветеринарная лаборатория», Москва, Российская Федерация;
2ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Проведены сравнительные исследования качества питательных сред при изучении изолятов, выделенных из отходов 
переработки мясопродуктов животных и мяса механической обвалки. При оценке характера роста бактерий рода 
Proteus на питательных средах учитывались производительность, дифференцирующие и ингибирующие свойства. 
Особое внимание уделено новым высокоселективным питательным средам, испытанным в ветеринарной лаборато-
рии. Установлено, что отечественная «Дифференциально-диагностическая питательная среда для выделения бакте-
рий родов Proteus, Morganella, Providencia», отличающаяся высокой производительностью и значительными ингибиру-
ющими свойствами, может применяться в ветеринарии при исследовании материала, контаминированного протеями 
при наличии сопутствующих бактерий.
Ключевые слова: ветеринария, питательные среды, протеи, дифференцирующие свойства, селективность
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Ways to solve problems of Proteus isolation 
in veterinary medicine

A.A.Kremleva1, Yu.A.Skomorina1, O.V.Polosenko2, A.P.Shepelin2

1Central Scientific and Methodological Veterinary Laboratory, Moscow, Russian Federation;
2State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Moscow Region, Russian Federation
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П
ротеи вызывают широкий спектр поражений у человека и 

животных. Наиболее достоверно доказана роль протеев в 

развитии инфекций мочевыводящих путей, бактериемий, гной-

но-воспалительных поражений кожи и мягких тканей, гастроэн-

теритов человека. Proteus mirabilis является одним из возбуди-

телей уроинфекций у человека. Этот микроорганизм после 

Escherichia coli считается вторым по частоте видом бактерий, 

выделяемым из мочи. Попав в мочевыводящие пути, протеи 

быстро колонизируют их, а инфицирование «роящимися» штам-

мами проявляется стремительным ростом инфекции [1].

Превалирование бактерий рода Proteus в организме сель-

скохозяйственных животных и птицы отрицательно сказыва-

ется на здоровье молодняка сельскохозяйственных живот-

ных и птиц, вызывая трудно поддающиеся лечению желудоч-

но-кишечные заболевания на фоне выявления антибиотико-

резистентных штаммов [2].

В этиопатогенезе кишечных расстройств у молодняка 

животных участвуют в основном P. vulgaris и P. mirabilis. Эти 

виды протея – наиболее часто выделяемые и патогенные 

для животных, в том числе птиц. Особенно восприимчивы к 

инфекции телята первых трех недель жизни, поросята до 

двухмесячного возраста [3].

Как санитарно-показательные микроорганизмы бактерии 

рода Proteus вместе с бактериями группы кишечной палоч-
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ки, энтерококками, сульфитредуцирующими клостридиями, 

колифагами применяют для санитарно-гигиенической оцен-

ки кормов для животных, почвы, воды открытых водоемов 

[4].

Обнаружение протея в пищевых продуктах и кормах сви-

детельствует о гнилостном процессе. Присутствие бактерий 

рода Proteus не допускается в кормах животного происхож-

дения, однако, по данным отчетной информации лаборато-

рий, положительные результаты по данному показателю за-

регистрированы для других видов корма: комбикормов 

(14,45%), кормов растительного происхождения (42,19%), 

прочих кормов и кормовых добавок (6,82%) (рис. 1). 

Основным нормативным документом по исследованию 

кормов для животных на данный показатель в РФ является 

«Методика индикации бактерий рода Proteus в кормах жи-

вотного происхождения» 1981 г., требующая значительных 

изменений и дополнений. В настоящее время у специали-

стов аккредитованных лабораторий нет четкого понимания 

методологии выделения протеев, поэтому они вынуждены 

использовать в своей работе устаревшие методы, приборы 

и питательные среды [5].

Процесс выделения бактерий рода Proteus является дли-

тельным, что объясняется эффектом роения бактерий (вуа-

леобразный рост) на неселективных плотных питательных 

средах, а в случае ассоциативного роста с другими микро-

организмами их трудно получить в чистом виде. «Ползучий» 

рост на агаровой среде вызывают роящиеся Н-формы, а 

штаммы, неспособные к роению, образуют крупные с ровны-

ми краями колонии О-формы [1].

В ветеринарных лабораториях, лабораториях мясокомби-

натов, а также в диагностических лабораториях при иссле-

довании объектов внешней среды, кормов и продуктов пита-

ния для обнаружения протеев до сих пор используется 

метод Шукевича. При посеве материала, содержащего бак-

терии рода Proteus, в конденсационную воду свежескошен-

ного мясо-пептонного агара через несколько часов на агаре 

отмечается роение микроба, «ползучий» нежный вуалео-

бразный рост [5]. Для количественного учета и получения 

чистой культуры первичный посев исследуемого материала 

производят на поверхность питательных сред Плоскирева 

или висмут-сульфитный агар.

Для выделения роящихся форм протеев применяют пита-

тельные среды, в состав которых вводят вещества, тормозя-

щие ползучий рост культур протея. 

Известна питательная среда селективного выделения 

бактерий родов Proteus и Providencia, в состав которой вхо-

дит хлоргидрат-алкил-этил-глицин. Препараты этого ряда 

(соли диоктил-амино-этил-глицина) используются в качестве 

дезинфектантов, главным образом для обработки хирурги-

ческого инструментария и перевязочного материала, а 

также в ряде случаев для обработки хирургических и трав-

матических ран [6]. 

В настоящее время для подавления феномена роения ис-

пользуют среды, содержащие желчь / соли желчных кислот, 

а также хорошо просушенные среды, на которых возможно 

наблюдать рост протея без роения либо с очаговым роени-

ем. Известно использование различных химических ве-

ществ (карболовой кислоты, мочевины, ряда солей, анти-

биотиков) в составе питательных сред в качестве средств 

для подавления роения протеев [7, 8].

Из-за низкой селективности такие среды, как среда Эндо, 

агар с эозин-метиленовым синим, SS-агар, агар Плоскирева, 

обычно не справляются с вуалеобразным ростом протеев, 

так как роение затрудняет выделение других представите-

лей энтеробактерий. Нероящиеся представители рода про-

теев обычно образуют более «нежные» колонии небольших 

размеров [7, 9]. 

В последнее время появилась тенденция к использова-

нию новых питательных сред, позволяющих выделять широ-

кий спектр энтеробактерий, принадлежащих к разным 

родам. Тем не менее использование высокоселективных 

питательных сред позволяет выявить на ранних стадиях на-

личие монокультуры в пробе и оценить относительное коли-

чество патогена [12, 13]. 

Поэтому важнейшим условием эффективности бактерио-

логических исследований в ветеринарных лабораториях при 

первичном выявлении протеев при многообразии сопутству-

ющих бактерий в исследуемом материале является исполь-

зование высокоселективных питательных сред.

Цель исследования – сравнительная оценка качества 

дифференциально-диагностических питательных сред для 

выделения протеев по биологическим показателям.

Материалы и методы

В работе использовались питательные среды: «Питательная 

среда для выделения шигелл и сальмонелл (агар Плоскирева-

ГРМ)» (Оболенск), «Дифференциально-диагностическая пи-

тательная среда для выделения бактерий родов Proteus, 

Morganella, Providencia» (Оболенск), «Дифференциально-

диагностический агар» (Биокомпас), «Питательная среда для 

выделения сальмонелл (Висмут-сульфит-ГРМ агар)» 

(Оболенск), «Питательная среда для выделения и дифферен-

циации патогенных энтеробактерий (XLD-агар)» (Оболенск), 

«Триптиказо-соевый агар Tryptic soy agar Casein-peptone 

soymeal-peptone agar for microbiology USP» (Merck).

Для четкой оценки ростовых и ингибирующих свойств пи-

тательных сред были использованы культуры роящихся форм 

протеев. Для сравнительного анализа качества слабо- и вы-

сокоселективных дифференциально-диагностических пита-

тельных сред были использованы изоляты, выделенные из 

отходов переработки мясопродуктов животных и мяса меха-

нической обвалки: P. mirabilis, P. vulgaris, E. coli, Staphylococcus 

Комбикорм

Прочие концентрированные
корма
Корма животного
происхождения
Корма растительного
происхождения
Мясные и рыбные корма 
для пушных зверей
Прочие корма
животного происхождения
Прочие корма
и кормовые добавки
Корма из продуктов
переработки молока

0,23
0,23

6,82
6,12

42,19
27,28

2,31
14,45

Рис. 1. Выявляемость бактерий рода Proteus (2019 г.), в %.
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aureus. Микробные взвеси готовили в 0,9%-м растворе хлори-

да натрия в концентрации, соответствующей 10 единицам по 

стандартному образцу мутности (ОСО 42-28-59-86П), соот-

ветствующего года выпуска (ФГБУ «НЦЭСМП» МЗ РФ). 

Исходные взвеси доводили до нужных концентраций, исполь-

зуемых при исследованиях в соответствии с инструкциями по 

применению, МУК 4.2.2316-08 «Методы контроля бактерио-

логических питательных сред» [10] и ГОСТ 11133-2016 

«Микробиология пищевых продуктов, кормов для животных и 

воды. Приготовление, производство, хранение и определе-

ние рабочих характеристик питательных сред» [11]. 

Контроль качества питательных сред проводили по био-

логическим показателям: чувствительность, специфичность 

и селективность в соответствии с требованиями действую-

щих нормативных документов [9, 11]. 

Результаты и обсуждение

Критерием для идентификации протеев является наличие 

у микроба совокупности основных признаков, характерных 

для данного вида микроорганизмов. 

Представителей рода Proteus отличает разнообразие в 

появлении фенотипических признаков. Протеи образуют 

сероводород, но нередко его образование на плотных сре-

дах для энтеробактерий остается незаметным вследствие 

маскировки изменения рН среды при ферментации сахаро-

зы (в случае P. mirabilis) и способности к роению [1].

Использование питательной среды широкого спектра 

применения без ингибиторов и индикаторов – Триптиказо-

соевого агара, не позволяющего убрать феномен роения 

протеев, – в данной работе оказалось нецелесообразно, по-

этому среду применяли только для контроля посевной дозы 

эшерихий и стафилококков. Для контроля посевной дозы 

всех исследуемых изолятов бактерий (за исключением ста-

филококков) была использована питательная среда для вы-

деления и дифференциации патогенных энтеробактерий 

(XLD-агар), позволяющая оценить количество выросших ко-

лоний на всех испытуемых средах.

Система индикации сероводорода, присутствующая в со-

ставе таких сред, как «Дифференциально-диагностическая 

питательная среда для выделения бактерий родов Proteus, 

Morganella, Providencia», «Дифференциально-диагностичес-

кий агар», позволяет визуализировать изоляты протеев по 

почернению колоний. Многокомпонентная среда XLD-агар 

позволяет также дифференцировать колонии не только 

представителей протеев, но и сальмонелл по образованию 

сероводорода и ферментации сахаров. 

Для каждой селективной питательной среды был опреде-

лен коэффициент производительности (Pr). Целью такого 

эксплуатационного критерия для питательных сред явилась 

проверка способности к удовлетворительному росту целе-

вых штаммов P. mirabilis и P. vulgaris (морфологии колоний) 

на всех испытуемых питательных средах в соответствии с 

ГОСТ ISO 11133-2016.

В таблице представлена сравнительная оценка показате-

лей производительности (Pr) питательных сред при посеве 

изолятов P. mirabilis и P. vulgaris и селективности при посеве 

изолятов E. coli и S. aureus.

Таблица. Сравнительная оценка показателей производительности (Pr) и селективности питательных сред при посеве изолятов, 

выделенных из отходов переработки мясопродуктов животных и мяса механической обвалки

Питательная среда Вид микроорганизма

P. mirabilis P. vulgaris E. coli S. aureus

Разведение 10-6 10-6 10-2 10-4 10-4

Дифференциально-
диагностическая питательная 
среда для выделения бактерий 
родов Proteus, Morganella, 
Providencia (Оболенск)

113 КОЕ 
Pr = 113/91 = 1,26 
круглые, гладкие, 

розовые, с темным центром

58 КОЕ 
Pr = 58/85 = 0,68

полупрозрачные, желтоватые 
колонии

Желтые колонии, 
окруженные зоной 

преципитации 
желтого цвета

Рост 
отсутствует

Рост 
отсутствует

Дифференциально-
диагностический агар
(Биокомпас)

71 КОЕ 
Pr = 71/91 = 0,78 

наличие зон темно-
коричневой окраски среды 
вокруг выросших колоний

41 КОЕ 
Pr = 41/85 = 0,48

Слабовыраженная зона серо-
коричневой окраски среды 
вокруг выросших колоний

Желтые колонии, 
окруженные зоной 

преципитации 
желтого цвета

Единичные 
колонии

Рост 
отсутствует

Питательная среда для выделения 
шигелл и сальмонелл сухая (агар 
Плоскирева-ГРМ) 

108 КОЕ
Pr = 108/91 = 1,18

прозрачные колонии, зона 
роста желтоватого цвета

87 КОЕ
Pr = 87/85 = 1,02

прозрачные колонии, 
очаговое роение, зона роста 

желтоватого цвета

Колонии 
малинового 

цвета, круглые, 
выпуклые, 
гладкие**

Рост 
отсутствует

Питательная среда для выделения 
сальмонелл (Висмут-сульфит-ГРМ 
агар)

71 КОЕ 
Pr = 71/91 = 0,78

серо-коричневые колонии

68 КОЕ 
Pr = 68/85 = 0,80

колонии светло-зеленого 
цвета 

Колонии темно-
зеленого 
цвета**

Рост 
отсутствует

Питательная среда для выделения 
и дифференциации патогенных 
энтеробактерий XLD агар* 
(Оболенск) 

91 КОЕ 
колонии с черным центром

85 КОЕ 
колонии с черным центром

87 КОЕ ** Рост 
отсутствует

Tryptic soy agar Casein-peptone 
soymeal-peptone agar for 
microbiology USP (Merck)

Роение Роение 99 КОЕ** 121 КОЕ**

* – XLD-агар дополнительно использован для контроля посевной дозы,
** – результат получен только при использовании разведения 10-6.
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Из таблицы видно, что «Дифференциально-диагно-

стический агар» и «Дифференциально-диагностическая пи-

тательная среда для выделения бактерий родов Proteus, 

Morganella, Providencia» обладают хорошими ростовыми 

свойствами при выделении протеев, обеспечивают четкую 

дифференциацию патогенов по образованию сероводорода 

и имеют высокие ингибирующие свойства по отношению к 

E. coli и S. aureus. Тем не менее наибольшей производитель-

ностью при посеве бактерий рода Proteus отличилась 

«Дифференциально-диагностическая питательная среда 

для выделения бактерий родов Proteus, Morganella, 

Providencia». 

XLD-агар и висмут-сульфит-ГРМ агар по показателю про-

изводительности показали сравнимые результаты с вышеу-

казанными питательными средами, но поскольку они явля-

ются многокомпонентными средами и обеспечивают рост не 

только протеев, но и других представителей энтеробакте-

рий, использование таких сред в ветлабораториях нежела-

тельно, особенно при исследовании материала, контамини-

рованного бактериями родов Proteus при наличии обильной 

сопутствующей микрофлоры. Применение в ветеринарной 

практике таких питательных сред, как среды Плоскирева, 

необходимо ограничивать, так как при росте протеев на 

среде может выявляться очаговое роение, мешающее ин-

терпретации результатов.

Специфичность испытуемых питательных сред определя-

ли с использованием трех изолятов культур: P. mirabilis, 

P. vulgaris, E. coli. На среде Плоскирева-ГРМ протеи показа-

ли рост в виде гладких, блестящих, расплывчатых колоний, 

зона роста которых окрашивается в желтоватый цвет; на 

висмут-сульфит-ГРМ агаре через 24–48 ч – в виде изолиро-

ванных колоний коричневого цвета, без изменения окраски 

среды (рис. 2, А, Б).

«Дифференциально-диагностическая питательная среда 

для выделения бактерий родов Proteus, Morganella, 

Providencia» и «Дифференциально-диагностический агар» 

обеспечивали визуальную идентификацию бактерий рода 

Proteus в виде изолированных колоний, а продуцирующие 

сероводород бактерии формировали колонии с черным цен-

тром и четкую дифференциацию колоний P. mirabilis и 

P. vulgaris (рис. 2, В–Е). При этом рост штамма E. coli пода-

влялся за счет внесения селективных добавок.

Таким образом, результаты сравнительных испытаний 

ряда плотных идентификационных сред для обнаружения и 

учета протеев показали, что по эксплуатационным критери-

ям (производительность, селективность) наиболее приемле-

ма для использования в ветеринарной практике 

«Дифференциально-диагностическая питательная среда 

для выделения бактерий родов Proteus, Morganella, 

Providencia», обеспечивающая высокую селективность в от-

ношении грамположительной и грамотрицательной сопут-

ствующей микробной флоры и хороший рост при селектив-

ном выделении и визуальной идентификации протеев.

Заключение

Сравнительная оценка качества питательных сред по 

биологическим показателям на изолятах, выделенных из от-

ходов переработки мясопродуктов животных и мяса механи-

ческой обвалки, показала ряд преимуществ высокоселек-

тивных питательных сред в сравнении с традиционными 

средами Плоскирева, висмут-сульфитным агаром, при ис-

пользовании которых возникали трудности при выделении 

микроорганизмов из-за роста роящихся форм протея и 

роста сопутствующей микрофлоры. 

Исследования показали, что «Дифференциально-

диагностическая питательная среда для выделения бакте-

рий родов Proteus, Morganella, Providencia» имела преиму-

щество по сравнению с другими средами по показателю 

производительности и селективным свойствам. Кроме того, 

ее применение дополнительно позволило в предваритель-

ном фенотипическом тесте дифференцировать изоляты 

протеев по способности образовывать сероводород.

Таким образом, усовершенствование методов выделения 

и дифференциации микроорганизмов рода Proteus позволит 

повысить эффективность и сократить сроки исследований 

по сравнению с существующими методами, используемыми 

в ветеринарной практике. А достоверная лабораторная диа-

гностика в ветеринарии, направленная на выявление и иден-

тификацию бактерий рода Proteus из различных материа-

лов, возможна только при наличии и грамотном использова-

нии качественных питательных сред. 
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Рис. 2. Рост микроорганизмов на питательных средах: 

а) P. mirabilis на среде Плоскирева-ГРМ; б) P. mirabilis на висмут-

сульфит-ГРМ агаре; в) P. mirabilis на «Дифференциально-

диагностическом агаре»; г) P. mirabilis на «Дифференциально-

диагностической питательной среде для выделения бактерий 

родов Proteus, Morganella, Providencia»; д) P. vulgaris на 

«Дифференциально-диагностическом агаре»; е) P. vulgaris на 

«Дифференциально-диагностической питательной среде для 

выделения бактерий родов Proteus, Morganella, Providencia».
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сохраняемостью возбудителя заболевания в почве скотомогильников. Представлены результаты оценки влияния 
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Д
лительное время дискутируется вопрос о роли дожде-

вых червей в эпидемиологии сибирской язвы. 

Aристотель называл дождевых червей кишечником земли. И 

это действительно так: пропуская через свой кишечник 

землю и раститетельные остатки, черви обогащают почву. 

Доказано, что черви питаются бактериями и грибами, пище-

варительный тракт червей представляет собой особое место 

обитания микроорганизмов в почве. В кишечнике червей 

ускоряется размножение почвенных бактерий и прорастают 

споры грибов, черви способствуют расселению в почве 

микромицетов и сапрофитных бактерий, которые продуци-

руют антимикробные препараты. 

Впервые о роли червей при сибирской язве высказался 

Л.Пастер. Он отметил обилие дождевых червей у зарытых 

трупов животных и предположил, что дождевые черви вы-

носят возбудителя сибирской язвы из глубины почвы на ее 

поверхность [1]. Р.Кох опровергал это заявление Л.Пастера. 

О.Bollinger проверил данное положение в эксперименте [2]. 

На пастбищах в Баварских Альпах, где часто встречались 

заболевания сибирской язвой, он добыл 72 червя. Тщательно 

очистив их, он растер червей в стерильной воде и получен-

ную массу ввел животным (кроликам, морским свинкам и 

белым мышам). В одном случае получил гибель от сибир-

ской язвы. На основании проведенных исследований был 

сделан вывод о правильности теории Л.Пастера.

В ответ на экстремальные условия среды обитания у до-

ждевого червя сформировалась уникальная иммунная си-

стема, которая представлена антибиотической, фермента-

тивной системой, комплексом специфических иммунных 

клеток и комплементарных белков [3].
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Находясь в почве, дождевой червь выкапывает целую 

систему ходов. Отмечено, что большой выползок делает 

ходы до 2,5 м в глубину. Дождевой червь захватывает кусо-

чек почвы губами и проглатывает ее. Проглотив достаточ-

ное количество земли, червь выползает на поверхность и 

выделяет остатки пищи. За сутки он пропускает через себя 

почву в количестве, примерно равном его массе. Поэтому он 

вполне может, например, вынести наверх споры бактерий, 

находящиеся как на его поверхности, так и в кишечнике. 

Было установлено, что в кишечнике червей споры могут со-

храняться жизнеспособными до 6 мес. (срок наблюдения) 

[4]. Вынесенные споры длительное время остаются жизне-

способными на почве и на траве. Животные, поедая такую 

траву, заражаются сибирской язвой. Так, в 2006 г. в 

Пензенской области заболели животные, которых кормили 

сеном, заготовленным на территории незадокументирован-

ного скотомогильника. В республике Мордовия пало 55 жи-

вотных, инфицирование которых произошло вследствие ис-

пользования зеленого корма, заготовленного на территории 

в непосредственной близости от скотомогильника. 

Возбудитель сибирской язвы был выделен из образцов сена 

и травы, скошенной около скотомогильника. При проведе-

нии вынужденного убоя и контакте с мясом больных живот-

ных инфицировано 6 человек [5].

Черви могут быть опасны при непосредственном контакте 

с ними людей. Описаны случаи развития кожной формы си-

бирской язвы у любителей рыбалки [6].

Нами было проведено изучение влияния дождевых чер-

вей на очищение почвы от возбудителя сибирской язвы и 

свойств микроорганизмов, выделенных из червей. Для этого 

был отработан метод определения воздействия дождевых 

червей на сибиреязвенный микроб в почве. Попытки исполь-

зования природных дождевых червей, особенно больших 

выползков, не дали положительных результатов – при со-

держании в лабораторных условиях черви погибали. 

Поэтому в работе использовали красных калифорнийских 

дождевых червей. Калифорнийский красный червь – новая 

порода дождевого червя Eisenia foetida, выведенная в 

Университете штата Калифорния в 1959 г. в результате ги-

бридизации различных пород дождевого червя. 

Цель работы: изучить роль дождевых червей в эпидеми-

ологии сибирской язвы.

 

Материалы и методы

Калифорнийские дождевые черви (рис. 1) были получены 

из Центра токсикологии и гигиенической регламентации 

биопрепаратов. Поступивших в лабораторию калифорний-

ских червей помещали в пластмассовый кювет, содержа-

щий около 5 кг гумусной почвы с рН 7,0–7,5.

Питательный субстрат готовили заранее: слой плодород-

ной огородной почвы, слой пищевого субстрата, сверху слой 

почвы. Приготовленный субстрат увлажняли: комочек суб-

страта после сжатия в руке и разжимания кулака не должен 

рассыпаться.

Готовность субстрата определяли следующим способом. 

На влажный субстрат клали десяток червей. Если черви в 

течение нескольких минут заползали в субстрат, значит, он 

готов к заселению червями. Червей заселяли вместе с пита-

тельным субстратом, равномерно распределяя их по поверх-

ности. Верх емкости закрывали двумя слоями марли.

Для кормления червей использовали растительные остат-

ки: кожуру бананов, кофейную гущу, спитой чай. Подкормку 

давали понемногу через 2–3 дня с условием, чтобы непере-

работанный субстрат не накапливался.

Уход за червями сводился к поддержанию температуры, 

рыхлению почвы и поливу. Одно из ведущих условий в жиз-

недеятельности красных калифорнийских червей – влаж-

ность субстрата. Они очень чувствительны к колебаниям 

влажности, особенно к ее снижению. Также старались под-

держивать оптимальную для червя температуру – 16–28°С. 

Черви не любят яркий свет, поэтому ящик помещали в за-

темненное место. Время от времени перемешивали суб-

страт для того, чтобы улучшить доступ кислорода.

В качестве питательных сред для культивирования Bacíllus 

anthracis использовали LB-агар/бульон (по Луриа–Бертани), 

мясопептонный агар/бульон, а также дифференциально-ди-

агностические питательные среды: среду с сорбитом и 

бромтимоловым синим и среду с фенолфталеинфосфатом 

натрия. В агаровые среды добавляли полимиксин из расчета 

100 мкг/см3. Капсулообразование культур определяли на 

бикарбонатно-сывороточном агаре (по Green).

В работе использована споровая суспензия B. anthracis 

штамм 71/12 (второй вакцины Ценковского) из Государ-

ственной коллекции микроорганизмов ФБУН ГНЦ ПМБ.

Свойства культур определяли по существующим методи-

кам [7, 8].

Результаты и обсуждение

По отработанной методике провели оценку эффективно-

сти использования дождевых червей при элиминации из 

почвы споровых и вегетативных форм сибиреязвенного ми-

кроба.

Калифорнийских дождевых червей в количестве 50 штук 

помещали в контейнер с землей (около 1 кг). В навески 

сухих опилок (100 г) вносили 10 см3 споровой суспензии 

B. anthracis с концентрацией 3 × 108 спор/см3. Затем опилки 

вносили в контейнер с почвой и тщательно перемешивали. 

В разные временные интервалы из хранившихся контейне-

ров отбирали образцы почвы, взвешивали их и добавляли 

Рис. 1. Красный калифорнийский дождевой червь.
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равное по весу количество физиологического раствора. 

Колбы помещали в шейкер и встряхивали в течение одного 

часа. Затем отбирали 1 см3 суспензии и титровали методом 

десятикратных разведений. 

Из соответствующих разведений делали высевы суспен-

зии на плотные и в жидкие питательные среды. После 24 ч 

инкубирования при 36 ± 1°С определяли характер роста на 

питательных средах визуально или под малым увеличением 

микроскопа, обращали внимание на характер колонии на 

агаре, прозрачность бульона и вид осадка. Подсчитывали 

количество колоний, выросших на плотной питательной 

среде. Полученные результаты представлены в табл. 1. 

На основании полученных данных можно сделать заклю-

чение о том, что в присутствии дождевых червей происходит 

снижение в почве количества сибиреязвенных бацилл (от 30 

до 50%).

Одновременно изучили влияние дождевых червей на 

свойства возбудителя сибирской язвы, находящегося в 

почве [8]. В почву внесли споровую суспензию штамма 

B. anthracis и поместили калифорнийских червей. Через 20 

и 30 дней наблюдения отобрали по 5 крупных особей, кото-

рых отмыли от почвы и растерли в ступках с песком. 

Суспензии высевали на дифференциально-диагностические 

питательные среды с полимиксином. В результате на 20-е и 

30-е сутки после начала эксперимента были выделены куль-

туры B. anthracis.

Были изучены биологические свойства выделенных куль-

тур – характер роста в жидкой и на плотной питательных 

средах, вирулентность для беспородных белых мышей. Из 

клеток полученных культур выделили ДНК и поставили по-

лимеразную цепную реакцию (ПЦР) с видоспецифическими 

праймерами [9].

При выращивании на плотных и жидких питательных сре-

дах выделенные штаммы проявляли типичные культураль-

но-морфологические признаки (характер роста, морфология 

колоний и клеток). На агаризованной питательной среде 

вырастали плоские колонии различной величины, серовато-

го или серовато-белого цвета, сухие, матовые, шероховатые 

R- и RRO-форм. 

В мазках, окрашенных по Граму, наблюдали крупные (от 

1,0÷1,3 до 3÷10 мкм) грамположительные палочки с обру-

бленными или слегка закругленными концами, расположен-

ные в цепочках.

В жидкой питательной среде отмечали рост на дне про-

бирки отдельными хлопьями или хлопком («комок ваты»), 

бульон оставался прозрачным.

Выделенные культуры лизировали специфическими си-

биреязвенными бактериофагами «Гамма А-26» и «Fah-

ВНИИВВиМ». 

На специальных питательных средах (по Green) при куль-

тивировании в атмосфере углекислого газа вырастали круп-

ные, выпуклые, блестящие, полупрозрачные гладкие коло-

нии слизистой (мукоидной) консистенции. Процент капсуло-

образующих клеток у вновь выделенных культур не изме-

нился по сравнению с исходной культурой и находился на 

уровне 90%. 

Вирулентность выделенных из червей культур практиче-

ски не имела отличий от величин исходного штамма – по-

казатели LD50 для белых мышей составили от 10 до 50 спор.

Провели генотипирование выделенных из червей штам-

мов. Из исходной культуры (штамма 71/12) и полученных 

культур выделили ДНК по методу щелочной денатурации 

Birnboim H.C., Doly J. [10]. ДНК выделяли из вегетативных 

клеток, выращенных в LВ-бульоне с качанием в течение 16 ч. 

На рис. 2 представлена эректрофореграмма полученных 

ДНК. Видно, что выделенные культуры не отличались от ис-

ходного штамма, на дорожках 2 и 3 визуализуется одна из 

двух сибиреязвенных плазмид.

Выделенные ДНК использовали в качестве матриц в ПЦР 

со специфичными праймерами на нуклеотидные последова-

тельности плазмидной локализации возбудителя сибирской 

язвы. Были использованы пары праймеров, гомологичные 

участкам нуклеотидных последовательностей плазмид B. 

anthracis (табл. 2). Праймеры синтезированы в ЗАО 

«Синтол».

Таблица 1. Влияние дождевых червей на содержание микро-

организмов B. anthracis в почве

Срок хранения 
проб почвы, сутки

Номер пробы

1 2 3 4

0 *6,0 × 106 6,5 × 106 6,5 × 106 6,7 × 106

7 6,2 × 106 5,9 × 106 4,0 × 106 6,5 × 106

14 6,0 × 106 4,6 × 106 4,4 × 106 7,0 × 106

28 4,2 × 106 1,9 × 106 2,4 × 106 5,6 × 106

42 4,6 × 106 2,8 × 106 3,4 × 106 5,4 × 106

56 3,4 × 106 1,2 × 106 2,6 × 106 3,8 × 106

63 4,4 × 106 3,8 × 106 4,2 × 106 5,6 × 106

77 2,9 × 106 2,9 × 106 2,0 × 106 4,8 × 106

90 3,5 × 106 3,0 × 106 2,3 × 106 4,3 × 106

*Количество микроорганизмов в 1 г почвы в пробах.

Таблица 2. Праймеры, использованные в ПЦР с культурами, выделенными от червей

Наименование 5`- 3`-последовательность Ожидаемый размер фрагмента, п.о.

F1 рХО2- 5`- GTCTTCTCGCACTATCAAGGCTCAATG -3` 
355

R1 рХО2- 5`- CTGCATTATTATCAATTGTTATATCAGG -3` 

F1lef- 5`- CCCTACACTAATTAACATAACCAAATTGG -3` 
365

R1lef- 5`- GCTGTTACTAAACATGACATACTAATTAC -3

F1pag- 5`- CCTGTGCTTGAAACTAATATCGTAGAC -3` 
375

R1pag- 5`- GTATACAGCATACACAATCTATTGAAGG -3` 

F1edema 5`- CTATAGCCTGTGAGGAGGATATAGCAAATAG -3`
405

R1edema 5`- CAGCTGAACTTTATCAACTTAGAATCTC -3`
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На рис. 3 представлена электрофореграмма результатов 

ПЦР с праймерами к генам, кодирующим факторы патоген-

ности возбудителя сибирской язвы: рХО2 – праймер к кап-

сульному оперону (355 п.о.), lef – праймер к гену летального 

фактора сибиреязвенного токсина (365 п.о.), pag – праймер 

к гену протективного антигена сибиреязвенного токсина 

(375 п.о.), edema – праймер к гену отечного фактора сибире-

язвенного токсина (405 п.о.). 

Из приведенных данных следует, что выделенные на 20-й 

и 30-й день после начала эксперимента культуры не измени-

ли своих свойств после контакта с калифорнийскими червя-

ми – сохранились все генетические детерминанты вирулент-

ности. Пробы ДНК исходной культуры B. anthracis 71/12 и 

выделенных от червей субкультур амплифицировались с 

праймерами pag, lef, edema к последовательности генов 

плазмиды токсинообразования рХО1 и праймерами рХ02 к 

последовательности генов плазмиды капсулообразования 

сибиреязвенных штаммов. 

Полученные результаты свидетельствуют о том, что пре-

бывание сибиреязвенной культуры в организме дождевого 

червя не привело к утрате ни одной из двух плазмид, детер-

минирующих капсуло- и токсинообразование. 

Заключение 

Исследования показали, что под влиянием червей проис-

ходит снижение количества возбудителя сибирской язвы в 

почве на 30–50%, но оставшиеся споры не изменили своих 

свойств и сохранили все основные биологические и генети-

ческие факторы патогенности. Поэтому вынесенные червя-

ми на поверхность почвы споры длительное время остаются 

жизнеспособными на почве и на траве, представляя опас-

ность для людей и животных.
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Г
емофильная палочка (Haemophilus influenzae) пред-

ставляет собой неподвижные грамотрицательные плео-

морфные коккобациллы, покрытые оболочкой. Данная бак-

терия может выделяться как в капсульных, так и в бескап-

сульных формах. Бактерия способна продуцировать эндо-

токсин, который представляет собой липополисахарид кле-

точной стенки. Исходя из химического строения и антиген-

ных свойств полисахаридной капсулы, выделяют 6 сероти-

пов H. influenzae: A, B, C, D, E, F.

От 90 до 95% населения являются носителями данной 

бактерии [1], а у 5% из них высевается вирулентный штамм 

серогруппы B. Этот штамм способен вызывать различные 

формы инфекций (ХиБ-инфекции), которыми поражаются 

преимущественно дети до 4 лет. Инфекции бывают как ло-

кализованные (например, отит, остеомиелит, артрит и т.п.), 

так и генерализованные (например, септицемия, менингит, 

эпиглотит и т.д.). Также встречаются и относительно редкие 

формы гемофильной инфекции: перитонит, гепатит, уре-

трит. Несмотря на наличие высокоэффективных антибакте-

риальных препаратов, уровень смертности при инфекции 

гемофильной палочки может достигать 11% [2, 3]. 

Наблюдения показывают, что с 1996 г. количество случа-

ев ХиБ-инфекции увеличилось в три раза [4], однако из-за 

сравнительной редкости данного заболевания насторожен-

ность врачей по данному поводу низкая, что является одной 

из причин сложной диагностики [1]. Развитие болезни при 

ХиБ-инфекции протекает тяжело: у каждого третьего паци-

ента с эпиглоттитом развивалась пневмония и трахеоброн-

хит, а каждый четвертый больной, в связи с угрозой асфик-

сии, нуждался в продлении назотрахеальной интубации [4].

Особенно тяжелые формы ХиБ-инфекция приобретает в 

условиях гнойного бактериального менингита, который 

может встречаться в разных возрастных группах. 

Летальность этого заболевания чрезвычайно высока: даже 

при наличии своевременно начатого лечения показатель 

смертности может доходить до 26%.

Диагностика ХиБ-инфекции осуществляется микробио-

логическим лабораторным исследованием с применением 
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метода посева со слизистой на «шоколадный» агар и после-

дующим серологическим анализом [4]. Для данной процеду-

ры традиционно используют метод посева микроорганизмов 

из цереброспинальной жидкости пациентов. Данный подход 

является «золотым стандартом» диагностики данной инфек-

ции, однако он имеет ряд серьезных ограничений. Во-

первых, данный метод чрезвычайно чувствителен к наличию 

антибактериальной терапии на догоспитальном этапе: на-

личие такой терапии значительно снижает шансы получить 

пригодные для анализа бактериальные колонии. Во-вторых, 

для правильной работы метода необходимо точно соблю-

дать правила забора и транспортировки материала и усло-

вия культивирования проб (не менее 48 ч) [1].

Следует учитывать, что H. influenzae требовательна к ус-

ловиям культивирования. Невозможно получить стабильный 

рост культуры, если в ней отсутствуют такие факторы роста, 

как гемин (фактор X) и никотинамидадениндинуклеотид 

(НАД, или фактор V) [5].

Из-за низкой настороженности врачей относительно ин-

фекции гемофильной палочки и трудоемкой процедуры ла-

бораторной диагностики подобных заболеваний актуальной 

становится разработка «некультуральных» методов иденти-

фикации гнойного бактериального менингита, таких как ди-

агностика на основе полимеразной цепной реакции (ПЦР), 

И-ПЦР-диагностика и метод латекс-агглютинации [6]. 

Различные варианты метода диагностики бактериальной 

инфекции на основе ПЦР являются чрезвычайно точными и 

информативными, однако данный подход невозможно осу-

ществить в полевых условиях непосредственно у постели 

больного, так как для этого требуется целый комплекс обо-

рудования и высококвалифицированный персонал. На этом 

фоне разработка и применение диагностических наборов 

на основе латексных частиц представляется наиболее 

оправданной стратегией, поскольку для проведения диа-

гностических мероприятий с применением этого метода 

медработник не должен обладать каким-либо специализи-

рованным оборудованием, а взятие образцов у пациента 

методом пункции входит в сферу его профессиональных 

знаний. 

Диагностические наборы на основе латексных частиц 

представляют собой суспензии сферических полистироль-

ных латексных частиц различного диаметра (0,81…1 мкм), 

покрытых специфическими антителами к гемофильной па-

лочке. Размер латексных сфер важен для производства диа-

гностических наборов, так как при использовании суспензий 

с частицами минимального размера усложняется процедура 

визуального учета реакции, а применение сфер максималь-

ного размера существенно увеличивает частоту неспецифи-

ческих реакций. 

Суть метода латексной агглютинации заключается в том, 

что частицы латекса, покрытые антителами, агглютинируют 

в присутствии бактериальных антигенов, содержащихся в 

цереброспинальной жидкости пациента. Агглютинат хорошо 

виден невооруженным глазом. При отрицательных результа-

тах реакции суспензия латекса остается гомогенно-мутной, 

без глыбок агглютината и участков просветления. 

Проведение данного анализа занимает приблизительно 10 

мин, а сам механизм реакции не требует наличия живых 

бактерий или их ДНК в образцах [7]. 

Важным этапом в производстве диагностических наборов 

на основе полистирольных латексов является получение 

специфических антител. Для сенсибилизации частиц латекса 

пригодны гипериммунные сыворотки, полученные при имму-

низации лабораторных животных. Повышению специфично-

сти реакции латексной агглютинации и уменьшению числа 

ложноположительных и перекрестных реакций способствует 

применение очищенных иммуноглобулиновых фракций.

Гипериммунные, или специфические, сыворотки представ-

ляют собой сыворотки крови животных, систематически им-

мунизированных бактериальными антигенами. Гипериммун-

ные сыворотки содержат антитела, которые обладают специ-

фическим сродством к бактериальным токсинам, бактериям 

или вирусам, против которых были иммунизированы животные.

Целью данной работы было получение гипериммунных 

кроличьих сывороток к H. influenzae серогруппы В с выра-

женной реакцией агглютинации к соответствующим сероти-

пам возбудителя.

Материалы и методы 

Работы по получению антигенов, бактериальных сорбен-

тов для удаления гетерологичных антител проводились с 

соблюдением требований асептики в боксах ламинарных 

шкафов [8]. Музейные культуры производственных штаммов 

H. influenzae хранились при -70…-80°С в криопробирках. 

В компании ЗАО «ЭКОлаб» для получения кроличьих ги-

периммунных сывороток к гемофильной палочке серотипов 

A, B, C, D, E, F использовали бактериальные штаммы, полу-

ченные из Уникальной научной установки «Коллекция 

Научно-исследовательского института вакцин и сывороток 

им. И.И.Мечникова». Культивирование штаммов производи-

лось на «шоколадном» агаре собственного производства с 

применением бараньей крови. Бактериальную массу для 

производства вакцины наращивали на чашках Петри. Смыв 

бактериальной культуры производили физиологическим 

раствором. Сыворотку обеззараживали формалином. 

Очистку бактериальной культуры от формалина проводили 

методом повторного центрифугирования и отмывки бакте-

риальной массы стерильным физиологическим раствором. 

Полученную бактериальную массу разбавляли, ориентиру-

ясь по стандарту мутности, и хранили в замороженном со-

стоянии. Контроль серологического профиля полученной 

вакцины осуществляли с помощью коммерческих диагно-

стических наборов H. influenzae компании SSI Diagnostica 

(www.ssidiagnostica.com/), Дания.

Для восстановления бактерий из замороженного состояния 

использовали теплую (37°С) питательную среду – бульон 

Хоттингера. Процедура восстановления была следующая: 

криопробирку снаружи обрабатывали дезинфицирующим 

средством (спирт 70%) и помещали в асептические условия 

ламинарного бокса. Через 5 мин пробирку вскрывали с со-

блюдением правил асептики. Прокаленным над пламенем 

спиртовки и охлажденным пинцетом извлекали 2–3 «бусины» 

и переносили их в 2 мл теплого бульона Хоттингера. В жидком 

бульоне бактерии культивировали в течение 12 ч. После этого 

жидкую бактериальную культуру наносили на шоколадный 

агар (по 200 мкл) и равномерно распределяли по поверхности 

среды с помощью шпателя Дригальского. На шоколадном 
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агаре культивирование бактерий продолжалось в течение 24 

ч, после чего полученные бактериальные колонии смывали 

физиологическим раствором и формалинизировали. 

Длительность процесса обеззараживания бактериального 

смыва формалином составляла 24 ч. Очистку от раствора 

формалина осуществляли центрифугированием. Центрифу-

гирование проводили в стерильных емкостях при 2000 об./мин 

в течение часа. Всю надосадочную жидкость удаляли, а остав-

шийся плотный осадок кремового цвета разбавляли физио-

логическим раствором до мутности, соответствующей 100 

млрд микробных тел в 1 мл. Для получения требуемой мут-

ности использовали соответствующие стандарты мутности. 

Животные (кролики) содержались в виварии компании 

ЗАО «ЭКОлаб» согласно действующим в РФ нормам содер-

жания лабораторных животных [9].

Животных вакцинировали 1 мл вакцины в холку по схеме 

«7 через 7», где между инъекциями допускается временной 

промежуток в 6–7 дней, а количество инъекций равно семи. 

После вакцинирования животные находились под наблю-

дением. В случае выявления каких-либо отклонений (сниже-

ние подвижности, кожные поражения, различные выделения 

и т.д.) животных выбраковывали. Животные содержались 

индивидуально. Каждая клетка была снабжена биркой, на 

которой указывалась информация о партии кроликов, анти-

гене, календаре иммунизаций. Тотальный забор крови у 

животных проводился по утвержденной процедуре [10].

Собранную кровь животных фракционировали. 

Прозрачную часть сыворотки сливали в стерильные флако-

ны, а мутную – центрифугировали. Фракцию над осадком 

объединяли с прозрачной частью сыворотки. Консервацию 

сыворотки проводили хлороформом. 

Одноименные сыворотки, полученные от различных жи-

вотных, объединяли в серию. Объединенной серии, прошед-

шей контроль, присваивали номер серии.

Серийная сыворотка проходила процедуру фильтрующей 

стерилизации. Перед фильтрацией сыворотки повторно цен-

трифугировали для осаждения механических частиц и взве-

си осадка денатурированного белка. Фильтрацию осущест-

вляли в ламинарном шкафу в асептических условиях. При 

завершении процедуры фильтрации осуществляется кон-

троль pH сыворотки, который должен быть в диапазоне от 

7,0 до 7,5. В случае отклонения от заданного диапазона сы-

воротка бракуется. Если в результате проверки выявляли 

бактериальную зараженность полученного раствора, то до-

пускали его повторную фильтрацию.

Результаты и обсуждение

В настоящее время были получены гипериммунные 

кроличьи сыворотки к H. influenzae серогруппы В, демонстри-

рующие выраженную реакцию агглютинации к соответствую-

щим серотипам. Выраженная реакция агглютинации 

сохранялась при разведении нативной сыворотки 1:512. 

В нашей работе мы отмечали сложность при создании 

гипериммунных кроличьих сывороток к H. influenzae, 

выражавшуюся в слабой реакции агглютинации и 

зависимости интенсивности формирования хлопьев от 

серогруппы бактерий. Так, например, в нашей работе было 

показано, что наиболее выраженная реакция агглютинации 

происходит с бактерией серогруппы В, а с серогруппами А и 

Е, несмотря на то, что вакцинация проводилась в одинаковых 

контролируемых условиях, реакция агглютинации была 

слабо выражена и не могла в полной мере применяться для 

диагностики. Создание латексных диагностических систем 

может быть решением данной проблемы. 

В настоящее время из полученных гипериммунных сыво-

роток были экстрагированы и очищены иммуноглобулино-

вые фракции. Проводятся работы по получению диагности-

ческих наборов на основе полистирольных латексов.
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Н о в о с т и  н а у к и

Бактерии становятся устойчивыми к антибиотикам намного быстрее, чем мы думаем
 

Устойчивость к противомикробным препаратам представ-

ляет большую опасность для человечества, отчасти из-за 

широко распространенного горизонтального переноса генов 

плазмид посредством конъюгации. Для раскрытия основ 

переноса резистентности и для разработки прогнозных мер 

по ограничению распространения резистентности необходи-

мо моделирование переноса плазмиды. Однако главным 

ограничением в современном понимании плазмид является 

неполная характеристика механизмов переноса конъюга-

тивной ДНК, которая скрывает реальный потенциал пере-

носа плазмид в природе. Предполагается, что субстраты 

плазмидного происхождения кодируют определенные струк-

турные свойства ДНК, которые могут облегчить обнаруже-

ние этих областей в больших наборах данных, и разработать 

процедуру выравнивания на основе структуры ДНК для типирования субстратов переноса, которая превосходит подходы, 

основанные на последовательностях. Выявлены тысячи предполагаемых субстратов для переноса ДНК, что показывает, что 

подвижность плазмид может быть в два раза выше и охватывать почти в два раза больше видов хозяев, чем это известно 

в настоящее время. Более половины всех предполагаемых мобильных плазмид содержат средства для мобилизации с по-

мощью систем конъюгации, принадлежащих к разным мобильным группам, которые могут гипотетически связывать ранее 

ограниченные диапазоны хозяев в экологических средах обитания в надежную сеть переноса плазмид. Обнаружено, что эта 

гипотетическая сеть способствует передаче устойчивости к противомикробным препаратам от генетических резервуаров 

окружающей среды к патогенам человека, что может быть важным фактором наблюдаемого быстрого развития устойчиво-

сти у людей и, таким образом, важным направлением будущих профилактических мер.

Zrimec J. Multiple plasmid origin-of-transfer regions might aid the spread of antimicrobial resistance to human pathogens. 

Microbiologyopen. 2020 Dec;9(12):e1129. DOI: 10.1002/mbo3.1129
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Адгезины патогенных иерсиний

А.С.Трунякова, А.С.Вагайская, С.В.Дентовская

ФБУН «Государственный научный центр прикладной микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

В род Yersiniae входят 26 видов, три из которых патогенны для человека: Yersinia enterocolitica и Yersinia 
pseudotuberculosis, вызывающие иерсиниоз и псевдотуберкулез – инфекции с преимущественно желудочно-кишечной 
симптоматикой, и Yersinia pestis – возбудитель чумы. Патогенные иерсинии экспрессируют белки, опосредующие при-
крепление к клеткам-хозяина, способствующие инвазии или уклонению от его иммунной системы, позволяя возбуди-
телям пролиферировать и распространяться внутри макроорганизма. Кроме того, эти виды служат моделями для 
изучения эволюции факторов патогенности бактерий. Вирулентность патогенных штаммов Yersiniae зависит от нали-
чия во внешней мембране молекул с адгезивными свойствами. Некоторые из них, такие как белки YadA и Inv энтеро-
патогенных видов, а также pH 6 антиген Y. pestis, были достаточно полно изучены. Однако полногеномное секвениро-
вание выявило множество других адгезинов, присутствующих в данных микроорганизмах, функции которых только 
начинают исследоваться. В настоящем обзоре кратко суммируются текущие знания об адгезинах иерсиний, их функ-
циях и предполагаемой роли в инфекционном процессе. Особое внимание уделено одному из семейств 
β-цилиндрических белков внешней мембраны иерсиний, связанных с патогенностью бактерий, а именно белкам-авто-
транспортерам. 
Ключевые слова: адгезия, патогенез, фактор патогенности, Yersinia
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Adhesins of pathogenic Yersiniae 

A.S.Trunyakova, A.S.Vagaiskaya, S.V.Dentovskaya

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

The genus Yersinia includes 26 species, three of which are pathogenic to humans: Yersinia enterocolitica and Yersinia 
pseudotuberculosis, which cause yersiniosis and pseudotuberculosis, infections with mainly gastrointestinal symptoms, and 
Yersinia pestis, the causative agent of plague. Pathogenic Yersiniae express proteins that mediate attachment to host cells, 
facilitate invasion or evasion of the host’s immune system, allowing pathogens to proliferate and spread within the host. In 
addition, these species, and Y. pestis serve as models for studying the evolution of pathogenicity factors in bacteria. The 
virulence of pathogenic Yersinia strains depends on the presence of molecules with adhesive properties in their outer 
membrane. Some of them, such as the YadA and Inv proteins of enteropathogenic species, as well as the pH 6 antigen of 
Y. pestis, have been adequately studied. However, the whole-genome sequencing has revealed many other adhesins present 
in these microorganisms, which functions are just under investigation. This review briefly summarizes current knowledge about 
Yersinia adhesins, their functions and their putative role in the infectious process. Particular attention is paid to one of the 
families of β-cylindrical proteins of the outer membrane of Yersinia, associated with the pathogenicity of bacteria, namely, 
autotransporter adhesins.
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Р
од Yersinia в настоящее время насчитывает 26 видов, 

три из которых имеют медицинское значение. Yersinia 

enterocolitica и Yersinia pseudotuberculosis вызывают у людей 

желудочно-кишечные заболевания средней тяжести [1]. 

Один из них – Y. pseudotuberculosis – принято считать праро-

дителем Yersinia pestis. Дивергенция видов произошла около 

15–20 тыс. лет назад [2]. Y. pestis является этиологическим 

агентом чумы – широко распространенного зоонозного 

заболевания, одной из самых разрушительных болезней в 

истории человечества [3].

Патогенность микроорганизмов – сложное явление, реа-

лизуемое посредством множества разных механизмов. 
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Однако существует несколько общих стратегий, используе-

мых патогенами для поддержания жизнеспособности и пре-

одоления защитных барьеров хозяина, в числе которых 

обеспечение прочной адгезии к его клеткам. Патогенность 

представителей всех трех видов иерсиний зависит от адге-

зивных свойств бактерий, а молекулы адгезинов, опосреду-

ющие прикрепление к тканям хозяина, являлись предметом 

исследований в течение нескольких десятилетий. Первыми 

из обнаруженных адгезинов иерсиний были Yersinia adhesin 

A (YadA) и инвазин (invasin – InvA), идентифицированные 

еще в 1980-х гг. [4–6]. Доступность полногеномных последо-

вательностей бактерий позволила в последующем выявить 

ряд новых генов иерсиний, потенциально кодирующих белки 

с адгезивными свойствами (таблица). В дополнение к этому 

создание рекомбинантных молекул адгезинов в сочетании с 

использованием методов структурной биологии привело к 

лучшему пониманию молекулярных механизмов бактери-

альной адгезии. В зависимости от структуры, путей сборки 

и механизмов экспорта адгезины подразделяются на не-

сколько разных классов, большинство из которых представ-

лено у иерсиний [7].

Белки системы секреции V типа

Белки системы секреции типа V, или автотранспортеры 

(АТ), составляют самую большую группу секретируемых 

белков грамотрицательных бактерий, делящуюся на пять 

классов: Va–Ve [7]. У патогенных иерсиний обнаружили ав-

тотранспортные адгезины, относящиеся к типам Va, Vc и Ve 

(рисунок). Белки типа Va представляют собой классические 

AT, состоящие из N-терминального сигнального пептида, 

вариабельного функционального passenger-домена и 

С-терминального мембранного β-домена. Сигнальный пеп-

тид обеспечивает транспорт белка в периплазму, где шапе-

роны иерсиний Skp, SurA и DegP защищают его от протеаз 

и удерживают в развернутом состоянии до момента достав-

ки до сборочного молекулярного комплекса (β-barrel assembly 

machinery – BAM-комплекс) наружной мембраны [7]. β-домен 

белка образует транспортный канал, через который 

passenger-домен секретируется через наружную мембрану. 

Белки типа Vc, или тримерные AT-адгезины (TAA), по своей 

структуре аналогичны классическим автотранспортерам, но 

могут функционировать только в виде тримеров [8]. 

Passenger-домены ТАА обычно состоят из шарообразного 

головного домена, за которым следует спиральный стебель. 

AT типа Ve, или «обратные AT», имеют структуру, аналогич-

ную классическим AT, но порядок их доменов обратный, то 

есть β-домен является N-терминальным для passenger-

домена [9]. 

Классические AT, известные под общим названием Yaps 

(Yersinia autotransporter proteins), были обнаружены при ана-

лизе геномов возбудителей чумы и псевдотуберкулеза in 

silico. У Y. pestis существует 13 открытых рамок считывания, 

кодирующих предполагаемые функциональные белки AT 

(YapA, YapB, YapC, YapF, YapE, YapG, YapH, YapJ, YapK, 

YapL, YapM, YapN, YapV).

Установлено, что ген yapA нефункционален у штаммов 

Y. pestis subsp. pestis bv. orientalis из-за наличия точечной 

мутации в сигнальной последовательности [10], но экспрес-

сируется в штамме Y. pestis subsp. pestis bv. medievalis KIM 

[11]. У штаммов чумного микроба ген yapB является псевдо-

геном из-за усечения транслокаторного домена, однако в 

хромосоме Y. pseudotuberculosis обнаружили два смежных 

интактных паралога гена yapB [10]. Ген yapN есть только у 

штамма Y. pestis subsp. pestis bv. medievalis KIM [11].

Автотранспортеры типа Vа. Белок YapC Y. pestis обла-

дает высокой степенью гомологии с адгезином TibA энтеро-

токсигенных Escherichia coli. Установлено, что продукт yapC 

может играть важную роль в развитии инфекционного про-

цесса при чуме, опосредуя прикрепление как к мышиным 

макрофагоподобным клеткам, так и к эпителиоподобным 

клеткам человека. Кроме того, экспрессия белка YapC чум-

ного микроба на поверхности E. coli приводила к появлению 

аутоагрегации – феномена, связанного с вирулентностью у 

штаммов иерсиний. Белок YapC также участвует в образо-

вании биопленок [12]. Однако делеция гена yapC у штамма 

Y. pestis KIM5 не приводила к снижению адгезии к клеткам 

RAW264.7 или HEp-2 и утрате способности к аутоагрегации 

и образованию биопленок, что может быть связано с обна-

руженным низким уровнем экспрессии гена yapC in vitro.

Белок YapE является единственным белком-автотран-

спортером, обнаруженным кроме чумного микроба у 

Рисунок. Организация доменов и модели топологии белков 

системы секреции типа Va, Vc и Ve.

(А) Доменная организация белков AT типа Va (например, YapE), Vc 

(например, YadA) и Ve (например, Int, Inv), содержащих на N-конце 

сигнальный пептид (СП), который облегчает Sec-зависимый транс-

порт через внутреннюю мембрану. В белках AT типа Vc СП связан с 

длинным passenger-доменом, который соединен с C-концевым 

β-бочкообразным доменом через короткий линкер. В белках AT типа 

Ve порядок доменов отличается: СП соединен с периплазматиче-

ским доменом (ПД), за ним следует β-бочкообразный домен, кото-

рый соединен с C-концевым passenger-доменом через линкер.

(Б) Классические AT-белки типа Va являются мономерными. 

С-концевой β-бочкообразный домен (голубой) встроен во внешнюю 

мембрану. N-концевой passenger-домен (желтый) переносится на 

бактериальную поверхность и остается прикрепленным к 

β-цилиндру. Системы секреции типа Vc образуют гомотримеры, где 

каждый мономер вносит вклад в 4 β-цепи с образованием одного 

тримерного 12-цепочечного β-цилиндра. Система секреции типа Ve 

включает белки АТ инвертированного типа, такие как Int и Inv. У 

инвертированных АТ типа Ve β-бочкообразный домен расположен 

на N-конце и сливается с passenger-доменом на C-конце.
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Таблица. Адгезины патогенных для человека Yersinia 

Адгезин Функция
Наличие у видова) Ссылки

Y. pestis Y. pseudotuberculosis Y. enterocolitica

Автотранспортные адгезины

Т
и

п
 V

a

YapA Неизвестна + (Q9F292) x (Q667Z2) – [10]

YapB1 Неизвестна o x (Q667Z0) – [10]

YapB2 Неизвестна – x (Q667Z1) – [10]

YapC
Аутоагглютинация, связывание с эпителиальными 
клетками и макрофагами, образование биопленок

+ (Q9F290) x (Q66DI5) – [18]

YapE Связывание с эукариотическими клетками, аутоагрегация + (Q9F288) x (Q664E) x (A1JSQ7) [14]

YapF
Частично защищает мышей от гибели при подкожном 

заражении
+ (Q9F287) x (Q665R2) – [10]

YapG Неизвестна + (Q9F286) x (Q665P5) – [15]

YapH Неизвестна + (Q9F285) x (Q666F5) – [10]

YapJ Неизвестна + (Q0WGA9) – – [10]

YapK Неизвестна + (Q0WJZ8) x (Q66FH2) – [10]

YapL Неизвестна + (Q7CJH7) x (Q668J2) – [10]

YapM Неизвестна + (Q0WIL1) x (Q667C1) – [10]

YapN Неизвестна + (Q0WID7) x (A0A0U1QUE7) – [10]

YapV
Взаимодействует с фактором полимеризации актина 

N-WASP
+ (Q8CZT5) x (Q666H3) – [16]

YapX Неизвестна o x (Q666H2) – [17]

Т
и

п
 V

c

YadA

Связывание с компонентами внутриклеточного матрикса, 
эпителиальными клетками, макрофагами и 

нейтрофилами, опосредует устойчивость к сыворотке и 
аутоагглютинацию

o + (K7ZVF1) + (P31489) [134]

YadB
Способствует выживанию при внутрикожном пути 

введения
+ (Q7CHJ4) + (Q66CJ1) – [43]

YadC
Способствует выживанию при внутрикожном пути 

введения
+ (Q7CHJ5) + (Q66CJ0) – [43]

Т
и

п
 V

e

InvA
Адгезия и инвазия эпителиальных клеток через 

β1-интегрины
o + (P11922) + (A1JT35) [46]

Ifp/InvB Адгезия и инвазия эпителиальных клеток o + (Q66C38) x (A0A0H3NUI2) [57]

InvC/IIp Адгезия и инвазия клеток хозяина + (Q7CFY4) + (A0A0H3AYF9) – [55]

InvD Неизвестна – x (A0A0H3B1G5) – [55]

Фимбриальные адгезины

Ш
а

п
е
р

о
н
/а

ш
е
р

н
ы

е
 ф

и
м

б
р

и
и

Psa/Myf
Связывание с галактозой и фосфатидилхолином, 

образование биопленок
+ (P31527) + (Q56983) + (P33408) [80]

Caf Защита от фагоцитоза, связывание с интерлейкином-1β + (P26949) – – [92]

y0348–0352 Адгезия к макрофагам + (Q7CKZ7) x (Q66G26) – [108]

y0561–0563 Образование биопленок + (Q7CKQ0) x (Q66FH7) – [104]

y1858–1862 Адгезия к макрофагам + (Q7CIW9) x (Q669U8) x (A1JM00) [104]

y1869–1873 Адгезия к макрофагам + (Q7CIW3) x (Q669W0) – [108]

y2388–2392 Неизвестна + (Q9ZC30) x (Q66B61) x (A1JTK2) [104]

y3478–3480 Неизвестна + (Q7CGJ4) x (Q665Z6) – [104]

П
и

л
и

 
IV

 
ти

п
а Pil Неизвестна – + + [112]

Flp Формирование микроколоний o x (Q665Z1) + (A1JQP1) [114]

Белки с β-цилиндрической (бочкообразной) структурой

С
е
м

е
й

ст
во

 O
m

p
X

Ail
Адгезия к эпителиальным клеткам и их инвазия, 

способствует повышению устойчивости к сыворотке
+ (Q0WCZ9) + (Q56957) + (P16454) [58]

OmpX Неизвестна + (Q8D0S1) x (Q669E5) x (A1JU26) [62]

y2304 Неизвестна x (Q7CI97) x (Q66AY4) – [62]

y2446 Неизвестна x (Q7CI12) x (Q66BP0) – [62]
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Y. pseudotuberculosis и Y. enterocolitica [10]. Часть функцио-

нального домена YapE после транслокации остается связан-

ной с внешней мембраной бактерии, другая часть пептида 

подвергается протеолитическому расщеплению с помощью 

протеазы OmpT или активатора плазминогена Pla и высво-

бождается в межклеточное пространство, проявляя адгезив-

ную активность [13]. Инактивация гена yapE у штаммов 

Y. pestis снижает колонизацию тканей мутантным штаммом 

при бубонной чуме. Показана данного роль белка Y. pestis в 

связывании бактерии с клетками млекопитающих и ауто-

агрегации [14]. Однако YapE Y. enterocolitica не обладает 

аутоагрегационной активностью и не подвергается протео-

литическому расщеплению [14]. YapG чумного микроба, так 

же как и YapE, подвергается протеолитическому расщепле-

нию активатором плазминогена и высвобождается в культу-

ральную среду [10, 13]. Другие АТ локализованы на поверх-

ности Y. pestis, что показано с помощью метода доступности 

протеазам и иммунофлуоресцентной микроскопии [11]. 

YapG не играет роли в вирулентности штаммов Y. pestis ни 

при бубонной, ни при легочной чуме, и его функции еще 

предстоит выяснить [15].

Гены yapK, yapJ и yapV чумного микроба являются близ-

кими паралогами. При этом ген yapV присутствует у штамма 

Y. pestis KIM, но отсутствует у Y. pestis CO92 [16]. Кроме 

того, в геноме Y. pseudotuberculosis обнаружили ген AT 

yapX – паралог yapKJV, который является псевдогеном у 

всех штаммов Y. pestis [17]. Изучение профилей транскрип-

ции генов, кодирующих АТ, показало низкие уровни экспрес-

сии в условиях роста in vitro, которые повышаются in vivo 

[18]. Гены yapJ и yapK подвергаются позитивной регуляции в 

ходе инфекционного процесса при бубонной и легочной 

чуме [18], хотя их точные функции еще не ясны [19]. 

Аминокислотная последовательность белка YapV чумного 

микроба на 85% подобна последовательности автотран-

спортера IcsA Shigella flexneri [16]. Установлено, что YapV 

Y. pestis, подобно IcsA шигелл, способен взаимодействовать 

с белком N-WASP (neural Wiskott-Aldrich syndrome protein), 

участвующим в полимеризации актина. Показано, что белки 

YapV, YapJ и YapK связываются с молекулами внеклеточно-

го матрикса (extracellular matrix – ECM), а YapV и, в меньшей 

степени, YapK взаимодействуют, кроме того, с клетками 

альвеолярного эпителия [17]. 

Ген yapM, по-видимому, входит в состав оперона из четы-

рех котранскрибируемых генов, продукты трех из которых 

предположительно могут участвовать во взаимодействии с 

глюкозаминогликанами, входящими в состав внеклеточного 

матрикса [10]. Локализация белка YapM на внешней мем-

бране бактериальной клетки подтверждается его доступно-

стью для экзогенно добавленных протеаз (продемонстриро-

вано при экспрессии в E. coli и Y. pestis) и антител (проде-

монстрировано для Y. pestis). Установлено, что yapM – един-

ственный ген, подвергающийся отрицательной регуляции в 

условия низкого содержания железа при температурах 26°C 

и 37°C. Белок YapM – единственный из автотранспортеров, 

синтез которого не индуцируется в легких в любую времен-

ную точку и индуцируется в лимфатических узлах на низком 

уровне через 48 ч после начала инфекции [10]. Учитывая 

профиль экспрессии гена yapM, можно предположить, что 

его продукт не играет значимой роли в организме млекопи-

тающего и важен для чумного микроба при колонизации 

блох, где возбудитель чумы растет при более низких темпе-

ратурах в крови, богатой железом [10]. 

Следует отметить, что некоторые из генов, предположи-

тельно кодирующих белки-автотранспортеры, были иденти-

фицированы в ходе проведения генетических скринингов 

как кодирующие продукты, потенциально играющие роль в 

инфицировании организма хозяина или обладающие имму-

ногенными свойствами [20–23].

Например, установлено, что одним из генов, подвергаю-

щихся положительной регуляции в транскриптоме чумного 

микроба при блокообразовании блох Xenopsylla cheopis, яв-

ляется ген yapL Y. pestis. Однако сконструированный ΔyapL-

штамм не проявлял дефектов в образовании биопленки in 

vitro, инфицировании и блокообразовании блох и, по-

видимому, не является единственным для проявления дан-

ного фенотипа чумного микроба [23].

С использованием технологии поиска антигенов, индуци-

рующихся in vivo, выявили гены чумного микроба, подверга-

ющиеся позитивной регуляции при бубонной чуме на моде-

ли кроликов [20]. Из обнаруженных авторами 25 генов три 

относились к автотранспортным белкам системы секреции V 

типа: YapK (YPO1627), YapG (YPO0587) и YapH (YPO1004). 

Т.о., данные белки антигенны, и их позитивная регуляция in 

vivo может отражать важность данного типа поверхностно и 

С
е
м

е
й

ст
во

 
о

м
п
ти

н
о

в

Pla
Активация плазминогена, инактивация комплемента, 

адгезия и инвазия эпителиальных клеток
+ (E5GAD2) – – [74]

Другие адгезины

MAM7 Связывание с фибронектином и фосфатидной кислотой x (Q8D0N9) + (A0A0H3B2K4) x (A1JM37) [117]

ПГА
Образование биопленок; продуцируется локусом 

hmsHRSF
+ (Q56939) + (Q66B31) x (A1JSA3) [59]

ЛПС
Связывание с DC-SIGN-рецептором на 

антигенпрезентирующих клетках
+ + + [121]

а) В случае отсутствия информации о наличии гена конкретного адгезина в литературе для поиска в одном или нескольких геномах рассматриваемого вида 
использовали биоинформатиционный анализ (BLAST). Для интактных генов включили код доступа UniProt для репрезентативной последовательности (в скобках). 
В случае фимбриальных адгезинов код доступа относится для ашерного белка. Для пилей IV типа код доступа относится к основной субъединице пилина. Для 
PGA код доступа предназначен для белка HmsH, а для ЛПС код доступа не включили.
+ – ген присутствует и экспрессируется;
x – ген присутствует (статус экспрессии неизвестен); 
о – псевдоген;
– – ген отсутствует.
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внеклеточно расположенных молекул для выживания 

Y. pestis в ходе инфицирования организма хозяина. Белки 

системы секреции V типа высокоиммуногенны и вследствие 

этого могут индуцировать развитие протективного иммуни-

тета, а также использоваться как серологические маркеры 

инфицирования чумным микробом. 

При поиске антигенов, способных стимулировать протек-

тивный Т-клеточный ответ, методом реверсивной вакцино-

логии B.Li et al. [22] обнаружили, что белок-автотранспортер 

YapF может частично защитить мышей от гибели при под-

кожном введении 200 LD50 вирулентного штамма Y. pestis. 

По мнению авторов, данный белок может быть рекомендо-

ван в качестве компонента при конструировании субъеди-

ничной вакцины.

Функции некоторых автотранспортных белков, таких как 

YapL, YapH, YapN, на данный момент не известны.

Автотранспортеры типа Vc. YadA, являющийся прототи-

пом TAA, присутствует у всех трех патогенных для человека 

видов иерсиний. Однако у Y. pestis ген yadA из-за делеции 

одной пары оснований, вызывающей сдвиг рамки считыва-

ния, является псевдогеном [24, 25]. YadA – важный фактор 

патогенности Y. enterocolitica, и его делеция приводит к ат-

тенуации штаммов на мышиной модели инфекции [26]. 

Мутантные штаммы с делецией гена yadA проникают через 

слизистую оболочку кишечника мышей, но не способны 

персистировать более 2 дней в их организме [27]. Напротив, 

белок YadA не является необходимым для вирулентности 

штаммов Y. pseudotuberculosis. Введение функциональной 

копии гена yadA в геном штаммов Y. pestis вызывает уме-

ренное снижение вирулентности [24]. Ген yadA расположен 

на плазмиде кальцийзависимости pCad (pYV) иерсиний, 

синтез белка индуцируется при повышении температуры до 

37°С [28]. Экспрессия гена yadA регулируется температуро-

чувствительным геном lcrF [29]. Установлено, что у Y. pestis 

и E. coli ген lcrF транскрибируется при температурах 26°С и 

37°С на сопоставимых уровнях, но трансляция кодируемого 

белка эффективна только при 37°С [30]. У штаммов 

Y. enterocolitica обнаружили белок VirF, гомологичный LcrF 

чумного микроба, который также является активатором ко-

дируемых плазмидой pCad генов, в том числе и yadA, про-

дукты которых связаны с вирулентностью [31]. Недавнее 

исследование показало, что экспрессия yadA также модули-

руется регулятором транскрипции OmpR, который репрес-

сирует ген путем непосредственного связывания с его про-

мотором. OmpR-опосредованный контроль экспрессии yadA 

не зависит от механизма терморегуляции, упомянутого 

выше [32].

Размер белка YadA отличается у разных штаммов и 

может составлять от 422 до 455 аминокислотных остатков 

[33]. YadA является многофункциональным белком, кото-

рый связывается с компонентами внеклеточного матрикса 

млекопитающих, такими как фибриллярные коллагены 

типов I, II, III [12, 26, 34], сетеобразующий коллаген типа IV, 

фибронектин и ламинин. Показано, что для связывания 

белку YadA необходима тройная спиральная конформация 

коллагена [35]. 

YadA обеспечивает адгезию к различным типам клеток, в 

том числе эпителиальным клеткам, нейтрофилам и макро-

фагам [36]. Для развития инфекционного процесса иерсинии 

должны вступить в плотный контакт с клетками хозяина, 

который опосредуется путем взаимодействия инвазина InvA 

и белка YadA с β1-интегрином. Предполагается, что в случае 

YadA это происходит путем связывания внеклеточного ма-

трикса [37]. Затем в клетку хозяина вводятся эффекторные 

белки системы секреции III типа (Yersinia outer proteins – 

Yops), разрушающие ее цитоскелет и предотвращающие 

фагоцитоз [38, 39]. Размер YadA строго соответствует длине 

молекулярной иглы системы секреции III типа, и изменение 

длины одного из них без одновременной изменения длины 

другого предотвращает проникновение эффекторных бел-

ков в клетки хозяина [40]. Белок YadA участвует в автоагре-

гации бактериальных клеток [41], обеспечивает устойчи-

вость к бактерицидной активности сыворотки, позволяя 

иерсиниям избегать системы комплемента хозяина, которая 

является первой линией защиты от микроорганизмов. 

Триммерными автотранспортерами, присутствующими у 

Y. pestis и Y. pseudotuberculosis, являются белки YadB и 

YadC, которые имеют структуру, сходную с YadA [42]. Оба 

белка характеризуются слабой экспрессией у чумного ми-

кроба [42] и, в отличие от YadA, не играют роли в прикрепле-

нии к эпителиальным клеткам. Удаление локуса yadBC 

приводит к незначительному снижению способности к инва-

зии эпителиальных клеток (60% по сравнению со штаммом 

дикого типа) [42]. Кроме того, белки YadB и YadC на 60% 

увеличивают поглощение бактерий фагоцитами, подтверж-

дая их роль в инвазии [43]. YadBC, по-видимому, не участву-

ют в патогенезе легочной чумы, и их роль при бубонной 

чуме окончательно не определена [44]. Однако гены yadBC 

чумного микроба характеризуются высоким уровнем экс-

прессии в организме блох [23], хотя и не играют значитель-

ной роли в их колонизации [43]. Тем не менее отсутствие 

этих генов приводит к двух-четырехкратному снижению 

жизнеспособности клеток при внутрикожном пути введения 

Y. pestis, что указывает на их участие в выживании бакте-

рии на начальных стадиях инфекции [43]. Кроме того, эти 

белки снижают уровень хемоаттрактанта CXCL-1, который 

продуцируется макрофагами, нейтрофилами и эпителиаль-

ными клетками и способствует миграции полиморфно-ядер-

ных лейкоцитов [43]. 

Автотранспортеры типа Vе. Инвазин InvA, в дополнение 

к YadA, является основным адгезином энтеропатогенных 

иерсиний. InvA важен для развития первой фазы инфекци-

онного процесса, позволяя бактериальным клеткам прикре-

пляться и проникать в M-клетки лимфатических фолликулов 

кишечника. Адгезия и интернализация энтеропатогенных 

иерсиний в пейеровых бляшках опосредуется InvA за счет 

связывания с β1-интегрином, расположенным на апикальной 

поверхности М-клеток [45]. Этот процесс приводит к пере-

стройкам цитоскелета клетки, где образуются очаговые 

комплексы адгезии. Затем следует интернализация бакте-

рии и запуск выработки различных цитокинов [46]. Хотя InvA 

играет значительную роль в связывании и проникновении в 

клетки [47], его функции могут быть опосредованы белком 

YadA, хотя процесс будет проходить более медленно [48]. 

Размер белка InvA у Y. enterocolitica и Y. pseudotuberculosis 

составляет 92 и 103 кДа соответственно. 

Регуляция экспрессии белка зависит от различных факто-

ров, среди которых главную роль играют температура и ре-
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гулятор транскрипции RovA [49]. У Y. pseudotuberculosis 

синтез инвазина максимально выражен при температуре 

окружающей среды (25°C), тогда как при 37°C обнаружива-

ются только небольшие количества белка [4]. Недавно было 

показано, что экспрессия invA повышается во время перси-

стирующей инфекции [50]. Экспрессия гена invA также 

может отличаться у разных штаммов. В частности, продук-

ция InvA ингибируется при температуре 37°C у штаммов 

Y. enterocolitica серотипа O:8 из-за быстрой деградации 

термочувствительного белка RovA и подавления транскрип-

ции гена invA с помощью гистоноподобного белка, структу-

рирующего нуклеоиды [51, 52]. Аналогично, количество 

синтезируемого белка InvA снижается при температуре 37°C 

у Y. enterocolitica серотипа O:9 [53]. Напротив, InvA эффек-

тивно продуцируется штаммом Y. enterocolitica O:3 даже при 

температуре 37°С. Из-за единственной аминокислотной за-

мены пролина на серин (P98S) у штаммов данного серотипа 

RovA слабо зависит от температуры [54]. Кроме того, встав-

ка элемента IS1667 в промотор invA у Y. enterocolitica O:3 

приводит к конститутивному образованию InvA [54]. Также 

было доказано, что инвазин Y. pestis не продуцируется из-за 

вставки IS200 в ген invA [27].

Установлено, что иерсинии обладают еще несколькими 

инвазин-подобными AT, которые также участвуют в адгезии 

к клеткам хозяина и способствуют колонизации различных 

тканей млекопитающих. У Y. pseudotuberculosis обнаружили 

три дополнительных автотранспортера: белок семейства 

интимина (Ilp или InvB), InvC и InvD [55]. Ортолог InvC у 

Y. pestis упоминается как Ilp [56]. Эти белки имеют структур-

ную организацию, сходную с InvA. Белок Ilp присутствует во 

всех штаммах Y. pseudotuberculosis [57]. Интересно, что у 

всех штаммов Y. pestis нуклеотидная последовательность 

гена ilp (intimin/InvA-like protein) нарушена вставкой IS285, за 

исключением штамма 91001, где он изменен вследствие 

точечной мутации. Белки Ilp и InvC иерсиний участвуют в 

адгезии к эпителиальным клеткам человека, мыши и свиньи 

и опосредуют инвазию [55, 57]. У Y. pestis делеция гена ilp 

приводит к снижению адгезии и интернализации штамма к 

клеткам HEp-2. Кроме того, у мышей, зараженных делецион-

ным ilp-мутантом, наблюдали значительное удлинение сро-

ков средней продолжительности жизни и снижение колони-

зации бактериями печени, почек и легких [57].

 Белки с β-цилиндрической (бочкообразной) 

структурой

Адгезин Ail. Адгезин Ail (Attachment invasion locus) пато-

генных иерсиний, Salmonella enterica и E. coli принадлежит к 

Ail/Lom-семейству белков наружной мембраны [58]. Этот не-

большой белок (17,6 кДа), синтез которого кодируется хро-

мосомой, является важным фактором патогенности иерси-

ний. Многие из его функций, включая резистентность к сы-

воротке, участие в клеточной адгезии, инвазии и в доставке 

белков Yop в клетки хозяина, хорошо охарактеризованы 

[59–61]. 

У всех трех патогенных для человека иерсиний белок Ail 

играет важную роль в устойчивости к сыворотке. Причем 

делеция гена ail приводит штаммы Y. pestis к почти полной 

чувствительности к сыворотке крови человека и морской 

свинки [62, 63]. Однако из-за небольшого размера белка Ail 

его активность обычно маскируется O-полисахаридной 

цепью и олигосахаридом кора липополисахарида (ЛПС) у 

Y. enterocolitica O:3 [64] или O-полисахаридом у 

Y. pseudotuberculosis YPIII [65]. Таким образом, белок Ail про-

являет полную биологическую активность только у возбуди-

теля чумы, обладающего R-формой ЛПС (rough – шерохова-

тый), лишенной О-полисахаридной цепи. 

У Y. enterocolitica и Y. pestis Ail опосредует связывание с 

различными эпителиальными клеточными линиями и белка-

ми внеклеточного матрикса [4, 60, 63, 66–68]. По некоторым 

данным, белок Ail Y. pseudotuberculosis не участвует в адге-

зии и инвазии [65, 69]. Интересно, что аминокислотная по-

следовательность Ail Y. pestis практически идентична после-

довательности у Y. pseudotuberculosis, отличаясь только в 

двух положениях, что позволяет предположить, что эти 

аминокислотные остатки могут играть важную роль в связы-

вании с компонентами клеток [65]. Кроме того, у Y. pestis Ail 

участвует в аутоагрегации [63]. 

Экспрессия гена ail у Y. enterocolitica более выражена при 

температуре 37°C и пониженном уровне кислорода, чем при 

более низких температурах [70, 71]. Напротив, у Y. pestis 

данный ген также экспрессируется при температуре 26°C, 

хотя и на более низких уровнях, чем при 37°C, что, вероятно, 

отражает адаптацию чумного микроба к другим путям зара-

жения [62, 63]. Кроме того, уровни экспрессии ail намного 

выше у Y. pestis, чем у Y. pseudotuberculosis [62, 72]. Y. pestis 

и Y. pseudotuberculosis содержат три дополнительных пара-

лога ail, гены y1682, y2304 и y2446, но их продукты не уча-

ствуют в формировании устойчивости к сыворотке [62].

Активатор плазминогена. Активатор плазминогена (Pla), 

входящий в семейство омптинов [73], обладает протеолити-

ческой и адгезивной активностью, которые критически 

важны для прогрессирования бубонной и легочной чумы 

[74]. Синтез белка Pla кодируется геном, расположенным на 

плазмиде пестициногенности pPst (также называемой 

pPCP1 или pPla), которая есть в геноме только у Y. pestis 

[75]. Данная плазмида входила в состав генома чумного 

микроба с давних времен, т.к. ген pla обнаружили в древних 

образцах ДНК из остатков людей бронзового века [1]. 

Основной функцией активатора плазминогена Pla являет-

ся расщепление плазминогена с образованием его активной 

формы – плазмина [76, 77]. Плазмин – сериновая протеаза, 

расщепляющая фибриновые сгустки, деградация которых 

увеличивает скорость распространения чумного микроба в 

тканях хозяина, а также ингибирует образование иммунных 

клеток [77]. Кроме того, плазмин расщепляет компоненты 

внеклеточного матрикса, такие как ламинин и фибронектин, 

и активирует матриксную металлопротеиназу, которая также 

способствует более быстрому распространению бактерий 

[77]. Было показано, что Pla способствует миграции бакте-

рий от первичного очага инфекции к лимфатическим узлам 

при бубонной чуме; во время легочной чумы он необходим 

для размножения бактерий в дыхательных путях [77, 78]. 

Активатор плазминогена опосредует адгезию и инвазию 

макрофагов через рецептор DEC-205, что приводит к рас-

пространению Y. pestis на мышиной модели инфекции [79, 

80]. Другие исследователи, напротив, сообщают, что Pla не 

способствует миграции бактерий в лимфатические узлы и 

не вызывает прямого повреждения органов, но обеспечива-
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ет размножение чумного микроба и помогает защитить клет-

ки Y. pestis от иммунной системы хозяина [81]. 

Недавние исследования показали защитную роль Fas-

лиганда (FasL), деградируемого активатором плазминогена 

Y. pestis, в индукции иммунитета хозяина во время легоч-

ной формы инфекций [82]. FasL – это мембранный белок, 

необходимый для гибели клеток млекопитающих, и он дей-

ствует как защитная молекула во время бактериальной 

пневмонии. У мышей, зараженных «диким» штаммом 

Y. pestis, наблюдалось снижение уровня FasL, в отличие от 

Δpla мутантов. Последнее свидетельствует о том, что де-

градация FasL изменяет воспалительные реакции хозяина 

и способствует мультипликации Y. pestis в легких [82]. 

Активатор плазминогена Pla также инактивирует C3 факто-

ра системы комплемента, что приводит к ингибированию 

опсоно-фагоцитоза [77]. 

Pla также является адгезином, который способствует ин-

вазии клеток и доставке белков Yop, причем самый сильный 

эффект продемонстрирован при 37°C и 28°C при нейтраль-

ном pH [83, 84]. Pla присутствует при обеих температурах, но 

при 37°С его количество увеличивается в два раза, актив-

ность белка также увеличивается при этой температуре [73, 

85, 86]. Pla опосредует прикрепление (и даже приводит к 

инвазии) эукариотических клеток и связывает компоненты 

внеклеточного матрикса, такие как коллаген типа IV, лами-

нин и гепарансульфат протеогликан [87–89]. Кроме того, 

наличие R-формы ЛПС является критическим для протеоли-

тической и адгезивной активности плазминогена [86, 90].

Фимбриальные адгезины

Белки с шаперон/ашерной системой секреции. 

Фимбрии и пили – длинные линейные отростки, выступаю-

щие от поверхности клетки, сформированные из множества 

субъединиц. Эти структуры опосредуют адгезию и образова-

ние биопленки, участвуют в поглощении ДНК естественно 

компетентными бактериями, обеспечивают некоторые 

формы подвижности и конъюгацию. Многие фимбриальные 

структуры, особенно участвующие в адгезии, собираются по 

шаперон/ашерному пути секреции (Ш-А) [91]. Y. pestis про-

дуцирует два всесторонне охарактеризованные адгезина: 

pH6 антиген (Psa) и капсульный антиген, или фракция 1 (F1 

или Caf1) [80, 92], образующие на клеточной поверхности 

тонкие нити или капсулоподобную структуру соответственно. 

Синтез капсульного антигена Caf1 Y. pestis кодируется 

видоспецифичной плазмидой pFra (также называемой pMT1 

или pYT). Несмотря на то, что капсульный антиген не явля-

ется классическим адгезином, это важный фактор патоген-

ности, который помогает клетке чумного микроба противо-

стоять фагоцитозу и уклоняться от системы врожденного 

иммунитета путем связывания с провоспалительным цито-

кином интерлейкином 1β на ранних стадиях инфекции [93, 

94]. Белок Caf1 экспрессируется при температуре тела мле-

копитающего; однако он может также играть роль в переда-

че возбудителя чумы через укусы блох [95].

В отличие от Caf1, Psa кодируется локусом psaEFABC 

хромосомной локализации, а ортологичные локусы обнару-

жили как у Y. pseudotuberculosis, так и у Y. enterocolitica [69, 

96]. В последнем случае Psa упоминается как мукоидный 

фактор Myf. Все субъединицы пилина Psa обладают адге-

зивной активностью, благодаря чему белок является поли-

валентным адгезином [94]. 

У Y. pestis Psa является важным адгезином, опосредую-

щим прикрепление к клеткам хозяина через β1-связанные 

галактозильные остатки в гликосфинголипидах [97], и может 

способствовать доставке эффекторных белков Yop [84, 98]. 

Вторым рецептором для Psa является фосфатидилхолин 

эпителиальных клеток альвеол [99]. Кроме того, Psa связы-

вается с липопротеином низкой плотности, взаимодействуя 

с липидным компонентом мембран [100]. Пилин PsaA 

Y. pestis содержит различные, но смежно расположенные 

сайты связывания для галактозы и холина [101]. У Myf 

Y. enterocolitica нарушен холин-связывающий мотив, что 

объясняет отсутствие у данного белка способности агглюти-

нировать эритроциты. Установлено, что опосредованная Psa 

Y. pestis гемагглютинация зависит от связывания фосфохо-

лина [101]. Psa также помогает уклоняться от действия им-

мунной системы хозяина, возможно, за счет связывания с 

углеводной частью Fc-фрагмента IgG [102, 103]. Кроме того, 

Psa способствует образованию биопленки [104]. Известно, 

что синтез pH6-антиген экспрессируется при низком pH (<6) 

и температуре 37°C [105], хотя более поздние данные указы-

вают на то, что белок может синтезироваться при темпера-

туре 28°C [102]. Синтез pH6-антигена более выражен у 

штаммов Y. pestis, чем у Y. pseudotuberculosis [106]. Y. pestis 

совместно экспрессирует psa и caf, причем в фенотипе 

штамма доминируют адгезивные свойства первого из них 

[106]. Интересно, что Psa и Caf1, по-видимому, ингибируют 

инвазию эпителиальных клеток Y. pestis [107].

После окончания проектов по полногеномному секвени-

рованию штаммов чумного микроба обнаружили восемь 

дополнительных хромосомных локусов, кодирующих пред-

полагаемые белки с шаперон/ашерными системами секре-

ции. Однако у двух из них нарушены гены, кодирующие 

синтез ашеров, и поэтому они вряд ли являются функцио-

нальными [108]. Все шесть интактных локусов при гетероло-

гичной экспрессии в клетках E. coli продуцировали пилепо-

добные структуры, хотя продукт только одного из них, 

y0561–0563, участвовал в адгезии к эпителиальным клеткам 

и способствовал формированию биопленки при температу-

ре 28°C [104]. Однако делеция этого локуса в штамме 

Y. pestis не оказала заметного влияния на адгезию. Удаление 

другого локуса, y1858–1862, привело к незначительному 

снижению вирулентности штамма Y. pestis при внутривен-

ном заражении мышей и вызвало уменьшение адгезии к 

макрофагальной клеточной линии. что позволяет предполо-

жить, что эта фимбрия может играть роль в уклонении от 

иммунного ответа хозяина [104]. Более позднее исследова-

ние показало, что делеции локусов y0348–0352 и y1869–

1873 оказывали сходные эффекты на модели интраназаль-

ной инфекции у мышей [108].

Пили IV типа. Другим классом фимбриальных адгезинов 

являются пили IV типа, которые представляют собой выдви-

гающиеся поверхностные придатки, которые придают под-

вижность некоторым видам бактерий [109]. В отличие от 

шаперон/ашерных систем, пили IV типа собираются из бел-

кового комплекса, охватывающего как внутреннюю, так и 

внешнюю мембраны, подобно системам секреции II типа 

[110]. Существует несколько генетических локусов, кодиру-
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ющих синтез пилей IV типа. Установлено, что локус pil рас-

положен на «острове патогенности» YAPI у Y. enterocolitica и 

Y. pseudotuberculosis, но отсутствует у Y. pestis [111]. Многие 

штаммы Y. pseudotuberculosis обладают локусом pil, продук-

ты которого при гетерологичной экспрессии в E. coli образу-

ют полярно расположенные пучки пилей [112]. Экспрессия pil 

усиливается в условиях повышения температуры и осмоляр-

ности, а удаление локуса pil приводит к снижению вирулент-

ности штаммов энтерона мышиной модели [112].

Вторым локусом пилей IV типа является tad (Tight 

Adhesion), кодирующий фимбриальный белок с низким мо-

лекулярным весом (Flp) [113]. Локус широко распространен 

у грамотрицательных бактерий и присутствует у всех пато-

генных иерсиний [114]. Однако у Y. pestis он, скорее всего, 

неактивен из-за делеции основного гена пилина flp и мута-

ции со сдвигом рамки считывания в другом гене, кодирую-

щем предполагаемый секретин [115]. У Y. enterocolitica пили 

Flp обнаруживаются только у части клеточной популяции, 

но, по-видимому, они участвуют в формировании микроко-

лоний при температуре 26°С [114]. 

Другие адгезины

Поливалентная молекула адгезии 7 (Multivalent Adhesion 

Molecule 7 – MAM7), конститутивно экспрессирующийся 

белок наружной мембраны Vibrio parahaemolyticus, состоит 

из семи повторяющихся доменов и широко распространен у 

других грамотрицательных бактерий. Установлено, что 

MAM7 V. parahaemolyticus, опосредующий прикрепление к 

клеткам хозяина, связывается с фибронектином и фосфати-

довой кислотой, обладая значительно более высокой аф-

финностью к последней [116, 117]. Ортологичный ген обна-

ружили у всех трех патогенных видов иерсиний. Установлено, 

что белок MAM7 играет роль в вирулентности штаммов 

Y. pseudotuberculosis, т.к. делеционный мутант обладал сни-

женными способностью к прикреплению к фибробластам и 

цитотоксичностью, чем штамм дикого типа, а также компле-

ментированный мутантный штамм. Кроме того, при экспрес-

сии белка в клетках E. coli, последняя была способна к адге-

зии к клеткам HeLa и конкурировала с Y. pseudotuberculosis 

за эффективность связывания [117].

Важным этапом жизненного цикла чумного микроба явля-

ется колонизация преджелудка блохи с образованием ок-

клюзионной биопленки [118]. Этот процесс зависит от про-

дуктов локуса аккумуляции гемина (от англ. hemin storage), 

оперона hmsHFRS, которые активны при температуре 26°С, 

но не при 37°С [119]. Оперон кодирует синтез и экспорт вне-

клеточного полисахарида поли-β-1,6-N-ацетил-D-

глюкозамина, который образует матрицу биопленки [59]. 

Способность к образованию биопленки усилена у чумного 

микроба по сравнению с возбудителем псевдотуберкулеза 

из-за сдвига рамки считывания, обусловленного внутренним 

дублированием в гене-репрессоре rscA [120].

Кроме того, липополисахарид может действовать как ад-

гезин. Установлено, что олигосахарид кора ЛПС Y. pestis 

взаимодействует с экспрессируемым антиген-презентирую-

щими клетками лектиновым рецептором DC-SIGN (специ-

фичная для дендритных клеток молекула межклеточной ад-

гезии, захватывающая неинтегрин – Dendritic Cell-Specific 

Intercellular adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin), из-

вестным еще как CD209 [121]. Это взаимодействие позволя-

ет Y. pestis проникать в антиген-презентирующие клетки 

(дендритные клетки и макрофаги), которые чумной микроб 

использует для распространения из первичного очага ин-

фекции в лимфатические узлы.

Заключение

Клеточная оболочка грамотрицательных бактерий явля-

ется одним из основных барьеров при лечении инфекций, 

вызванных грамотрицательными патогенами [122–124]. 

Проницаемость наружной мембраны иерсиний в основном 

определяют липополисахарид, а также обилие и репертуар 

общих и специфических поринов с β-бочкообразной структу-

рой, обеспечивающих активный транспорт или диффузию 

субстратов [125, 126]. Кроме того, наружная мембрана со-

держит многочисленные белки, которые тесно связаны с 

патогенностью. Учитывая существующие трудности прове-

дения антибиотикотерапии инфекций, вызванных грамотри-

цательными патогенами, и появление все большего числа 

штаммов с множественной лекарственной устойчивостью, 

вмешательство в биогенез белков наружной мембраны 

может быть привлекательной стратегией. Благодаря данно-

му целенаправленному вмешательству грамотрицательные 

бактерии, возможно, станут более доступны для антибиоти-

ков, и в то же время их патогенность может быть снижена. 

Однако для этого необходимо иметь точное представление о 

механизмах биогенеза белков наружной мембраны, а также 

понимать роль данных факторов патогенности в сложном 

взаимодействии с хозяином во время инфекции. 

Иерсинии представляют собой важный с медицинской 

точки зрения, повсеместно распространенный и интересный 

с биологической точки зрения род бактерий. Они широко 

используются в качестве модельных микроорганизмов для 

изучения внеклеточной инфекции, доставки эффекторов 

системы секреции типа III, уклонения от иммунной системы 

хозяина и адгезии. В течение долгого времени основными 

адгезинами энтеропатогенных иерсиний считались белки 

YadA, InvA и, в меньшей степени, Ail. Несмотря на их явно 

лидирующие позиции в процессе адгезии в последние годы 

для данных микроорганизмов установили роль в патогенно-

сти иерсиний других типов адгезинов: автотранспортеров, 

фимбрий и т.д. Возбудитель чумы, не продуцирующий ни 

YadA, ни InvA, содержит альтернативные адгезины, напри-

мер Psa, и другие белки с потенциально адгезивными свой-

ствами, обнаруженные при проведении проектов по полно-

геномному секвенированию.

Примечательной особенностью вирулентного фенотипа 

штаммов Y. enterocolitica является доминирование YadA. У 

большинства других бактериальных патогенов, включая 

Y. pseudotuberculosis и Y. pestis, ни один из адгезинов не 

оказывает столь глубокого влияния не только на адгезивные 

свойства бактерий, но и на устойчивость к сыворотке крови 

и фагоцитозу. Во многих случаях эффекты одного адгезина 

трудно установить из-за функциональной избыточности мо-

лекул адгезии, как это было показано на примере сальмо-

нелл, для которых описано множество адгезинов, ни один из 

которых не имеет главного значения для патогенности [127]. 

Роль белка YadA Y. enterocolitica, таким образом, совершен-

но исключительна. 
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Основным регулятором вирулентности штаммов иерсиний 

является температура. При различных температурах поверх-

ностно расположенные молекулы иерсиний различны. Это 

относится не только к набору экспрессируемых адгезинов, но 

и к другим поверхностным молекулам, таким как системы 

секреции Ysa и Ysc типа III, жгутики и ЛПС [128–132]. Хотя 

некоторые белки, по-видимому, доминируют в адгезивном 

фенотипе при определенных температурах (в частности, InvA 

при температуре окружающей среды и YadA при температу-

ре тела млекопитающих у энтеропатогенных иерсиний), не-

сколько адгезинов экспрессируются одновременно при 

любой заданной температуре, и даже, по-видимому, суще-

ствует некоторое перекрытие между дифференцированно 

экспрессируемыми адгезинами. Однако лишь в нескольких 

исследованиях рассматривалось взаимодействие адгезинов 

в функциях адгезии и иммунного уклонения [64, 107, 133–

137]. Хотя эти исследования и более сложны, они необходи-

мы для полного определения роли адгезинов in vivo, остаю-

щейся неизвестной несмотря на большое количество экспе-

риментальных данных по отдельным адгезинам. Кроме того, 

различные адгезины могут играть разную роль в организме 

разных хозяев, о чем свидетельствует важность белка InvA 

при инфицировании свиней, являющихся значимым резерву-

аром для Y. enterocolitica O:3 [138]. Таким образом, чтобы 

получить полное представление о функциях отдельных адге-

зинов или адгезинов, действующих согласованно, недоста-

точно изучить только один вид хозяина. Y. enterocolitica и 

Y. pseudotuberculosis способны заражать не только различ-

ных млекопитающих, но и насекомых и нематод, а также 

могут быть найдены свободно живущими в окружающей 

среде [129, 139–141]. Для Y. pestis колонизация блох являет-

ся важной стадией инфекционного цикла, и изучение этого 

взаимодействия дало много данных о факторах, необходи-

мых для выживания чумного микроба в их организме, фор-

мирования биопленок и передачи патогена новым хозяе-

вам – млекопитающим [142]. 

В последнее время появились данные, что даже близко-

родственные адгезины у разных штаммов могут иметь су-

щественно разные функции [65, 143, 144]. Таким образом, 

не все результаты, полученные для одного адгезина, могут 

быть применимы к участию в адгезии его ортологов у других 

штаммов, не говоря уже об ортологах других видов иерси-

ний. Поэтому при исследованиях было бы интересно прове-

сти подобное сравнение для оценки общности полученных 

результатов. Особенно плодотворным может оказаться 

сравнение адгезинов «классических» патогенных иерсиний 

с адгезинами видов, не являющимися патогенными для че-

ловека или млекопитающих, такими как Y. ruckeri (возбуди-

тель заболевания рыб) и Y. entomophaga (возбудитель ин-

фекции у насекомых). Это потенциально может пролить свет 

на патогенез инфекций, вызываемых обеими группами ми-

кроорганизмов и дать представление о механизмах виру-

лентности штаммов для разных хозяев.
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Заболеваемость населения Российской Федерации острыми кишечными инфекциями продолжает оставаться причи-
ной значительного социального и многомиллиардного экономического ущерба. При этом этиологический фактор 
заболеваний удается установить лишь в одной трети случаев. Поскольку основным путем передачи острых кишечных 
инфекций является пищевой путь, а факторами передачи – продукты питания, то вполне обоснована все возрастаю-
щая необходимость в разработке и использовании для контроля пищевых продуктов быстрых и эффективных методов 
микробиологической диагностики. 
В настоящее время они представлены в нескольких вариантах: полностью автоматизированные системы и приборы для 
микробиологической диагностики пищевых продуктов; ручные тесты; приборы и ручные тесты для ускорения отдельных 
этапов микробиологической диагностики. В основе всех представленных разработок лежат различные методы.
Полностью автоматизированные системы и приборы для микробиологической диагностики пищевых продуктов имеют 
высокую производительность (до нескольких сотен анализов одновременно), что очень удобно и востребовано в круп-
ных лабораториях. При большой цене приборов экономическая эффективность от их использования в таких лабора-
ториях также высока. Для лабораторий с небольшим потоком проб на исследование более предпочтительными явля-
ются ручные тесты или наборы, а также питательные среды для микробиологической диагностики пищевых продуктов 
или для ускорения отдельных ее этапов. 
Высокие показатели качества и скорости анализа пищевых продуктов являются необходимым условием для снижения 
заболеваемости, обусловленной потреблением недоброкачественной в микробиологическом плане пищи, и экономи-
ческого ущерба от заболеваний.
Ключевые слова: пищевые продукты, экспрессные методы, лабораторная диагностика
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The incidence of acute intestinal infections among the population of the Russian Federation continues to cause significant social 
and multibillion- ruble economic damage. At the same time, the etiological factor of diseases can be established only in one 
third of cases. Since the main route of transmission of acute intestinal infections is the food pathway, and the factors of 
transmission are food, it is quite justified that there is an increasing need to develop and use fast and effective methods of 
microbiological diagnostics for food control. 
Currently, they are presented in several versions: fully automated systems and devices for microbiological diagnostics of food 
products; manual tests for microbiological diagnostics of food products; devices and manual tests to speed up some stages of 
microbiological diagnostics. All the presented developments are based on various methods.
Fully automated systems and devices for microbiological diagnostics of food products have a very high productivity (up to 
several hundred analyses at a time), which is very convenient and in demand in large laboratories. With the high price of 
devices, the economic efficiency of their use in such laboratories is also high. For laboratories with a small flow of samples for 
research, manual tests or kits are more preferable, as well as nutrient media for microbiological diagnostics of food products or 
to speed up its some stages. 
High quality and speed of food analysis are essential for reducing morbidity due to consumption of poor quality in microbiological 
terms of food and economic loss from diseases.
Key words: food products, еxpress methods, laboratory diagnostics

For citation: Kraeva L.A., Smirnova E.V., Derevyanchenko I.A. Rapid methods in the study of food. Bacteriology. 2020; 5(4): 52–59. (In Russian). DOI: 
10.20953/2500-1027-2020-3-52-59

Для корреспонденции: 

Краева Людмила Александровна, доктор медицинских наук, заведующая 
лабораторией медицинской бактериологии ФБУН «НИИ эпидемиологии 
и микробиологии им. Пастера»

Адрес: 197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
Телефон: (812) 233-2092
Е-mail: lykraeva@yandex.ru

Статья поступила 07.09.2020 г., принята к печати 25.12.2020 г.

For correspondence: 

Liudmila A. Kraeva, MD, PhD, DSc, head of the laboratory of medical bacteriology, 
St.-Petersburg Pasteur Institute

Address: 14 Mira str., Saint-Petersburg, 197101, Russian Federation
Phone: (812) 233-2092
E-mail: lykraeva@yandex.ru

The article was received 07.09.2020, accepted for publication 25.12.2020



Экспрессные методы при исследовании пищевых продуктов

53

П
о данным Государственного доклада «О состоянии 

санитарно-эпидемиологического благополучия насе-

ления в Российской Федерации в 2019 году» отмечается, что 

острые кишечные инфекции (ОКИ) неустановленной этиоло-

гии находятся на втором месте в рейтинге инфекционных 

болезней по величине экономического ущерба. Так, эконо-

мический ущерб от ОКИ, сальмонеллезов, бактериальной 

дизентерии (шигеллеза), псевдотуберкулеза, брюшного 

тифа, паратифов А, В и С составил в 2019 г. более 27 млрд 

рублей. В 2019 г. в Российской Федерации зарегистрирова-

но 780 497 случаев ОКИ, причем только 37,1% из них соста-

вили заболевания с установленной этиологией. В то же 

время в документе указывается, что около 4% проб пищевой 

продукции не соответствовало гигиеническим нормативам 

при исследовании на предмет микробиологической безопас-

ности. А удельный вес готовых блюд, не отвечающих гигие-

ническим требованиям, колеблется в различных субъектах 

РФ до от 2 до 12%.

Очень большое значение для производителей и реализа-

торов продуктов питания имеет скорость исследования на 

микробиологическую безопасность. Качество и скорость 

анализа пищевых продуктов – залог снижения заболеваемо-

сти, обусловленной потреблением недоброкачественной в 

микробиологическом плане пищи, и экономического ущерба 

от заболеваний. Поэтому при исследовании пищевых про-

дуктов на первое место выходят экспрессные методы иссле-

дования. В настоящее время они представлены в несколь-

ких вариантах. 

В крупных лабораториях для анализа большого количе-

ства проб могут быть использованы полностью автомати-

зированные системы и приборы для микробиологиче-

ской диагностики пищевых продуктов. 

Одним из первых методов, успешно примененным в экс-

прессной микробиологии пищевых продуктов, является им-

педансный метод. В 1977 г. он был впервые испробован на 

клинических образцах, что позволило получать данные о 

бактериальной обсемененности биологической пробы в те-

чение 2,5 ч [1]. В 1998 г. были опубликованы первые резуль-

таты и перспективы использования этого метода при оценке 

качества пищевых продуктов [2], а чуть позже, в 1999 г., 

импедансный метод уже использовался для выявления кон-

таминации сырья и продуктов питания на всех этапах техно-

логического процесса [3]. Спустя десятилетие ученые раз-

работали портативные биосенсоры на основе импеданса 

для оценки качества молока [4]. В то же время другая группа 

исследователей разработала биосенсоры с использованием 

этого же метода для исследования любых пищевых продук-

тов, причем без предварительной обработки изучаемых 

проб [5]. При сравнении нескольких быстрых методов иссле-

дования пищевой продукции установлено, что метод импе-

данса позволяет быстро и качественно выявлять бактери-

альную загрязненность в пробе. Этот метод может быть ис-

пользован для скрининга больших партий пищевой продук-

ции [6] и выявления штаммов Escherichia coli O157:H7 в об-

разцах пищевых продуктов [7]. 

Импедансная микробиология – это непрямой культураль-

ный метод обнаружения микроорганизмов путем определе-

ния электрического импеданса. В последние годы данный 

метод быстро приобрел спрос именно благодаря своей уни-

версальности и надежности. Экспресс-анализаторы 

«БакТрак 4300», «БиоТрак 4250», созданные на основе им-

педансного метода, в настоящее время нашли применение 

при оценке качества пищевой продукции. Производитель 

указанных анализаторов – австрийская компания «SY-LAB 

Geraete GmbH», а ее представитель и дочерняя фирма в 

РФ – ООО «СИ-ЛАБ».

Принцип действия микробиологических анализаторов 

«БакТрак 4300» и «БиоТрак 4250» основан на методе изме-

рения импеданса. В процессе метаболизма микроорганизмы 

расщепляют питательные вещества с образованием низко-

молекулярных заряженных молекул, которые меняют прово-

димость жидких питательных сред путем снижения их сопро-

тивления. В питательной среде такое изменение может быть 

технически измерено с использованием как минимум двух 

электродов. Импедансный анализ является динамическим 

процессом, то есть он отображает метаболическую актив-

ность растущих микроорганизмов во времени. 

Микробиологический анализатор «БакТрак 4300» регистри-

рует два параметра: М-параметр (импеданс среды) и 

Е-параметр (электродный импеданс), которые могут учиты-

ваться отдельно или в комбинации. Использование метода 

разделения импеданса для регистрации роста микроорга-

низмов обеспечивает универсальность использования при-

бора. В нем можно устанавливать одновременно две неза-

висимые температуры. Каждая температурная зона имеет 

32 измерительных места, что дает возможность исследовать 

одновременно 64 образца. При необходимости увеличения 

количества проб для исследования возможно подключение 

дополнительного модуля прибора на 64 образца. 

Компьютерная программа позволяет управлять работой 12 

модулей; это позволяет одновременно исследовать 768 об-

разцов. Измерительная система прибора высоко чувстви-

тельна к микробным метаболитам и позволяет проводить 

измерения в селективных питательных средах с высоким 

содержанием солей, что особенно важно для обнаружения 

патогенных микроорганизмов.

В течение всего нескольких часов (в зависимости от вида 

патогена) экспресс-анализатор «БакТрак 4300» позволяет 

выявлять в пробе ряд микроорганизмов: аэробные мезо-

фильные микроорганизмы, психрофильные, термофильные 

микроорганизмы, энтеробактерии, энтерококки, 

Pseudomonas spp., колиформные бактерии, Е. coli, сальмо-

неллы, листерии, лактобациллы, аэробные спорообразую-

щие бактерии, Staphylococcus aureus, бактерии, вызываю-

щие порчу пива, клостридии, дрожжи и плесени.

Бактериологический анализатор «БиоТрак 4250» пред-

назначен для относительно малых объемов санитарно-бак-

териологических исследований, имеющих целью оценку 

стерильности и обсемененности микроорганизмами раз-

личных объектов. Рациональное использование экспресс-

анализатора позволяет мониторировать в режиме реально-

го времени динамику роста культур бактерий, обсеменяю-

щих значимые в санитарном отношении объекты. Эта ком-

пактная система отвечает всем современным требованиям 

в области обеспечения безопасности и контроля качества 

готовой продукции и позволяет одновременно анализиро-

вать до 21 образца. Прибор «БиоТрак 4250» позволяет ав-

томатически определять основные санитарно-значимые 
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показатели. Основным преимуществом микробиологиче-

ского анализатора «БиоТрак 4250» является автоматиче-

ская регистрация и обработка результатов. Это позволяет 

получать объективные результаты, сократить время иссле-

дования, уменьшить трудозатраты и значительно снизить 

себестоимость анализа. Также несомненным достоинством 

данного прибора является его портативность и компакт-

ность.

Эта модель прибора позволяет выявлять в пробах следу-

ющие микроорганизмы: аэробные мезофильные микроорга-

низмы, психрофильные, термофильные микроорганизмы, 

грамотрицательные бактерии, энтеробактерии, колиформ-

ные бактерии, Е. coli, сальмонеллы, Pseudomonas spр., 

аэробные спорообразующие бактерии, дрожжи и плесени.

При этом исследуемый образец вносится в измеритель-

ную ячейку с питательной средой. Если образец имеет плот-

ную структуру, он должен быть предварительно гомогенизи-

рован. Измерительные ячейки помещаются в инкубаторный 

блок, на приборе устанавливаются параметры измерения. 

Далее процесс анализа происходит автоматически. Время 

анализа обычно составляет около 24 ч. При более высокой 

микробной загрязненности образцов результат может быть 

получен в течение нескольких часов.

Микробиологический анализатор управляется встроен-

ным портативным компьютером с удобным программным 

обеспечением в среде Windows. Программное обеспечение 

позволяет получать полную информацию о процессе изме-

рения и о текущем состоянии каждого образца. Цветная 

диаграмма состояния каждой ячейки позволяет легко оцени-

вать результаты измерения. Имеется возможность сохране-

ния условий анализа, параметров и калибровочных зависи-

мостей для каждого образца. Универсальная компьютерная 

программа позволяет совмещать и обмениваться данными с 

другими программными продуктами.

На базе Федерального центра Госсанэпиднадзора прове-

дены аттестационные испытания, разработаны и утвержде-

ны методические указания для проведения бактериологиче-

ских исследований с использованием экспресс-анализато-

ров серии «БакТрак» в соответствии с медико-биологиче-

скими требованиями и САНПиНом 2.1.4.1074-01. МУК 

4.2.2578-10 «Санитарно-бактериологические исследования 

методом разделенного импеданса» разработаны для орга-

нов и организаций Федеральной службы по надзору в сфере 

защиты прав потребителей и благополучия человека, осу-

ществляющих контроль качества и безопасности продоволь-

ственного сырья и пищевых продуктов, а также мониторинг 

их микробной загрязненности; лабораторий других органи-

заций, аккредитованных в установленном порядке на про-

ведение исследований продовольственного сырья и пище-

вых продуктов; организаций, независимо от форм собствен-

ности осуществляющих производственный контроль продо-

вольственного сырья и пищевых продуктов в процессе про-

мышленного производства и оборота продукции. «БакТрак 

4300» и расходные материалы к нему зарегистрированы 

Федеральной службой по надзору в сфере здравоохранения 

и социального развития Российской Федерации. Приборы 

«БакТрак 4300» и «БиоТрак 4250» внесены в Реестр средств 

измерений как кондуктометрические анализаторы для ми-

кробиологических исследований.

На основе калориметрического метода разработаны и 

выпущены несколько автоматизированных систем для ис-

следования продуктов питания и напитков. Так, компанией 

«bioMerieux» выпущена простая, полностью автоматизиро-

ванная система быстрого выявления микроорганизмов, 

позволяющая определять загрязнение бактериями, дрожжа-

ми и плесневыми грибами во многих продуктах питания и 

напитках, – «BACT/ALERT® 3D». Эта система и оптимизиро-

ванный для производств диапазон питательных сред обес-

печивают выявление широкого спектра микроорганизмов в 

течение 24–72 ч. Снижение времени определения дрожжей 

сокращает производственный цикл и ускоряет выпуск про-

дуктов. Эта система не только сокращает сроки выпуска 

продукта на рынок, но и обеспечивает экономичное произ-

водство. Контроль процесса производства в режиме реаль-

ного времени дает ценную информацию для принятия опе-

ративных решений. Короткое время определения микроор-

ганизмов позволяет предпринять корректирующие действия 

и надлежащим образом устранять случаи контаминации. 

Стандартная система «BACT/ALERT®» состоит из управ-

ляющего и инкубационного модулей. Система позволяет 

одновременно инкубировать и определять микробное за-

грязнение в 240 отдельных образцах. Модульный дизайн 

позволяет добавлять до шести инкубационных модулей к 

одному управляющему модулю, регулируя систему в соот-

ветствии со своими задачами. 

Каждый флакон «BACT/ALERT®» содержит стерильную 

питательную среду и оснащен колориметрическим датчи-

ком, который в присутствии CO2, вырабатываемого расту-

щими микроорганизмами, меняет цвет с серого на желтый. 

После загрузки флаконов колориметрические датчики под-

вергаются сканированию каждые десять минут. При опреде-

лении роста микроорганизмов в системе срабатывают зву-

ковые и визуальные предупредительные сигналы и реги-

стрируются данные образца.

Основные достоинства модульной конструкции «BACT/

ALERT®» – простота использования, объективные результа-

ты, воспроизводимость и прослеживаемость. Поэтому, начи-

ная с повышения производительности лабораторий и закан-

чивая сокращением сроков карантинного хранения продукта, 

система «BACT/ALERT®» имеет большое значение на многих 

этапах организации производства пищевых продуктов.

Работа с помощью системы «BACT/ALERT® 3D» пред-

ставляет собой простой, стандартизированный рабочий про-

цесс, который многократно сокращает длительность ручных 

операций и трудовых затрат, позволяет получать объектив-

ные результаты даже при анализе вязких или мутных образ-

цов. При этом система достоверно определяет бактерии, 

дрожжи и плесневые грибы, не разрушая сам образец. В 

системе «BACT/ALERT® Dual-T» доступны две температуры 

инкубации (32,5 и 22,5°C). В ней возможно исследование 

продуктов и напитков с низкой и высокой кислотностью. 

При сравнительном исследовании различных автомати-

зированных систем для выявления микроорганизмов было 

установлено, что «BACT/ALERT® 3D» отличается относи-

тельно невысокой ценой, надежностью и простотой в обслу-

живании [8]. 

Следующая инновационная разработки на основе колори-

метрической идентификации – анализатор «VITEK 2 
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Compact». Это полностью автоматизированная система, га-

рантирующая превосходное качество рутинного процесса 

идентификации микроорганизмов. Она отличается повы-

шенной производительностью за счет автоматической иден-

тификации. В результате проведенных многочисленных не-

зависимых исследований было установлено, что 98,3% ми-

кроорганизмов были правильно идентифицированы с помо-

щью анализатора «VITEK 2 Compact» [9]. Этот прибор 

включает обширную идентификационную базу данных, по-

зволяющую выявлять широкий спектр микроорганизмов. 

Все стадии идентификации, от считывания показаний при-

бора до регистрации результатов, автоматизированы, что 

позволяет оптимизировать рабочий процесс. Поскольку в 

процессе работы системы используются карты со штрих-

кодами, обеспечивается полная прослеживаемость и сво-

дится к минимуму риск ошибок считывания. 

Система считывает карты VITEK последнего поколения, 

содержащие 64 лунки, каждые 15 мин при трех различных 

длинах волн для обеспечения точности. Этот метод позволя-

ет проанализировать больше данных, что повышает точ-

ность результатов. Время до получения результата состав-

ляет от 2 до 18 ч (в зависимости от вида микроорганизма). 

Так, например, результаты по грамотрицательным бактери-

ям или грамположительным коккам могут быть готовы через 

2–8 ч, по анаэробным бактериям – в течение 6 ч, а дрожже-

подобным грибам – через 18 ч. Программное обеспечение 

«VITEK® 2 Compact» предельно понятно и не требует боль-

шого количества времени для обучения, что повышает про-

изводительность. 

Основными преимуществами «VITEK® 2 Compact» для 

идентификации микроорганизмов являются: повышенная 

производительность и безопасность за счет автоматиза-

ции, быстрота получения результатов, высочайшая точ-

ность, соответствие стандартам ВАМ и ISO 7218, возмож-

ность создавать свою базу данных, интуитивно понятные 

система и программное обеспечение, полная прослеживае-

мость анализируемой пробы благодаря картам со штрих-

кодом. 

В последние годы большую популярность приобрела тех-

нология фермент-связанного флуоресцентного анализа 

(ELFA). В 2010 г. эта технология и прибор на ее основе были 

испытаны при исследовании материала на клостридии [10], 

а в 2013 г. эта методология была признана лучшей при ис-

следовании продуктов питания на наличие листерий [11]. 

Компания «bioMerieux» выпустила автоматизированную си-

стему для выявления патогенных микроорганизмов в про-

дуктах питания «VIDAS® UP». Эта система предусматривает 

быстрые и упрощенные протоколы в сочетании с признан-

ной надежностью «VIDAS®». Протоколы созданы на основе 

новейшего метода рекомбинантных фаговых белков. 

Компанией «bioMerieux» производится целая линейка 

приборов «VIDAS», характеризующихся широким спектром 

решаемых задач, высокой скоростью идентификации (от 

нескольких часов до 48 ч), высокой специфичностью и пол-

ной автоматизацией. Так, с помощью системы «VIDAS» 

можно выявлять штаммы сальмонелл, листерий, E. coli 

O157 (включая H7), кампилобактер, стафилококковые эн-

теротоксины. При этом тест «VIDAS UP» для определения 

E. coli O157 (включая H7) является самым быстрым мето-

дом скрининга данного микроорганизма, позволяющим по-

лучать результаты менее чем за 8 ч.

Еще одной недорогой и быстрой альтернативой стандарт-

ным культуральным методам является следующая разра-

ботка компании «bioMerieux» – «Система TEMPO®», исполь-

зующая специальные питательные среды TEMPO с флу-

оресцентным индикатором.

Для выполнения количественного учета микроорганизмов 

система требует наличия двух эргономичных рабочих стан-

ций: станции пробоподготовки и станции учета результатов. 

На станции учета результатов определяется количество 

(КОЕ/г) исходного продукта. На основании количества и раз-

мера положительных лунок (флуоресцирующих или нефлуо-

ресцирующих) прибор «TEMPO®» рассчитывает количество 

микроорганизмов в исходном образце с помощью статисти-

ческих методов. 

Разработанная система была апробирована при исследо-

вании образцов на наличие энтеробактерий. Результаты 

были выполнены качественно и получены через 24 ч [12]. 

При исследовании соевых продуктов с помощью системы 

«TEMPO®» также были получены достоверные результаты о 

наличии различных микроорганизмов в пробах [13]. При 

сравнении различных методов исследования молока были 

получены результаты, доказывающие преимущество систе-

мы «TEMPO®» [14]. 

Указанная система позволяет за 24 ч выявлять и опреде-

лять количество энетробактерий, колиформных бактерий, в 

том числе E. coli, аэробных мезофильных микроорганизмов, 

стафилококков, Bacillus cereus; 40–48 ч необходимо для вы-

явления молочнокислых бактерий и 72–76 ч – для дрожжей 

и плесневых грибов.

Цитометрический метод обнаружения и подсчета ми-

кроорганизмов в режиме реального времени завоевал 

большую популярность в клинической практике. В послед-

ние годы компания «bioMerieux» выпустила аналитические 

анализаторы на основе цитометрии для санитарной микро-

биологии. 

Анализатор для проточной цитометрии «CHEMUNEX®» – 

это система выявления микроорганизмов в режиме реаль-

ного времени, полностью автоматизированная. При сравне-

нии различных методов анализатор «CHEMUNEX®» показал 

наилучшие результаты по скорости выявления микроорга-

низмов и чувствительности метода [15]. 

Методика маркировки клеток «CHEMUNEX» обеспечива-

ет маркировку всех жизнеспособных микроорганизмов, 

включая растущие в условиях стресса (например, в техниче-

ской воде, лишенной питательных веществ) или при нали-

чии ингибиторов роста. Автоматические, сверхбыстрые 

анализаторы «CHEMUNEX» с чрезвычайно высокой чув-

ствительностью осуществляют непосредственную марки-

ровку и поклеточный подсчет микроорганизмов. Получение 

результатов возможно в течение нескольких минут, иногда – 

через 24 ч (50 ч для плесневых грибов). Это анализатор с 

высокой пропускной способностью: он позволяет обрабаты-

вать до 48 образцов на партию или 50 тестов/час. При этом 

происходит автоматическая маркировка и учет результатов. 

Быстрое получение информации о микробной загрязнен-

ности пробы помогает сократить продолжительность произ-

водственного цикла за счет сокращения сроков карантинно-
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го хранения конечного продукта. Поэтому продукция, не от-

вечающая должным спецификациям, может быть забрако-

вана до ее помещения в упаковки, что позволит снизить 

риск поступления некачественного продукта в реализацию.

Еще один автоматический анализатор по обнаружению и 

подсчету микроорганизмов в режиме реального времени – 

система «SCANRDI®». 

Работа системы «SCANRDI®» основана на методе твер-

дофазной цитометрии: комбинации флуоресцентной мар-

кировки клеток и лазерного сканирования. Все жизнеспо-

собные микроорганизмы маркируются передовой системой 

реактивов, которая за счет ферментативного расщепления 

высвобождает свободный флуорохром в цитоплазме всех 

метаболически активных (жизнеспособных) клеток. Система 

«SCANRDI®» выявляет все микроорганизмы, меченные ре-

активами Fluoassure. 

Микроорганизмы фильтруются на специальной мембра-

не, к которой добавляют раствор для флуоресцентной мар-

кировки всех жизнеспособных клеток. Меньше чем через 

3 мин под действием лазерного излучения определяются 

все жизнеспособные клетки, фиксированные на одноуров-

невой мембране (диаметр пор 0,22 мкм). Результат прямого 

подсчета жизнеспособных клеток мгновенно отображается 

на карте сканирования, что позволяет определять точное 

расположение каждого микроорганизма на мембране. 

Эта передовая технология идеально подходит для контро-

ля процесса производства и конечного продукта, дает до-

стоверные результаты уже в течение 90 мин и позволяет 

выявлять все жизнеспособные микроорганизмы, такие как 

бактерии, споры бактерий, дрожжевые, плесневые грибы и 

их споры. Благодаря своей совершенной чувствительности 

прибор «SCANRDI®» способен обнаружить единственную 

жизнеспособную клетку в одном образце. Этот метод и при-

бор для его осуществления признан лучшим по чувствитель-

ности и скорости получения результата [16].

Через три часа с момента забора образцов до получения 

результатов можно узнать, следует ли продолжить произ-

водство или реализацию данного продукта или нужно не-

медленно принять меры к приостановке. Таким образом, с 

помощью этой системы можно получать результат не в ре-

троспективе, а в режиме реального времени.

Кроме фенотипических тестов выявления патогенов в 

продуктах питания, специалистами компании «bioMerieux» 

усовершенствован молекулярный метод на основе полиме-

разной цепной реакции (ПЦР) в реальном времени и выпу-

щен продукт «GENE-UP®». Он позволяет быстро получать 

надежные результаты при выявлении патогенных микроор-

ганизмов, ассоциированных с продуктами питания. 

С помощью системы «GENE-UP®» можно определять в 

пробе сальмонеллы, листерии, E. coli О157:Н7, энтерогемор-

рагические E. coli, норовирусы, вирусы гепатита А и Е. 

Пробоподготовка занимает 8–24 ч, используется упрощен-

ный механический лизис в течение 5 мин, амплификация и 

учет результатов осуществляются в течение 1 ч.

Для ускорения некоторых этапов при микробиологиче-

ском исследовании пищевых продуктов можно воспользо-

ваться рядом разработок, которые с успехом применяются в 

клинической лабораторной диагностике. Например, время-

пролетная масс-спектрометрия (MALDI-TOF MS) позволя-

ет значительно ускорить результат идентификации и его 

достоверность. 

MALDI-TOF масс-спектрометрия определяет соотношение 

масса/заряд для отдельных частиц в биопробе и позволяет 

получить бактериальный спектр в течение нескольких минут. 

База данных используется для сравнения полученных масс-

спектров неизвестных микроорганизмов со спектрами до-

стоверно идентифицированных микроорганизмов из базы 

данных. В ходе сравнения на основе корреляции полученных 

пиков, их интенсивности высчитывается коэффициент соот-

ветствия. Последние публикации на тему MALDI-TOF масс-

спектрометрии свидетельствуют о том, что данный метод 

является более эффективным методом идентификации бак-

терий и грибов, чем большинство биохимических тестов [17]. 

У масс-спектрометров различных производителей есть сла-

бые и сильные стороны [18]. Тем не менее эти приборы одно-

значно помогают сократить время анализа как минимум на 

сутки. 

Небольшие лаборатории с малым объемом исследова-

ний пищевых продуктов, скорее всего, отдадут предпочте-

ние недорогому портативному оборудованию или тестам, 

позволяющим быстро получать информацию о микробио-

логическом качестве продукции. Разработан ряд ручных 

тестов для микробиологической диагностики пищевых 

продуктов. Так, на рынке лабораторного обеспечения са-

нитарно-микробиологических исследований существуют 

портативные наборы, основанные на флюоресцентной 

цитометрии, которые позволяют вести прямой учет ми-

кробных клеток в процессе их роста в специальной среде – 

тесты «СимПлэйт».

В настоящее время разработаны тесты «СимПлэйт» для 

обнаружения, учета и идентификации возбудителей кишеч-

ных инфекций в пищевых продуктах [19]. В России эти тесты 

представляет компания «ЗИП-И». С помощью флуоресцент-

ной и калориметрической детекции тесты позволяют опре-

делять за 24 ч общее количество микроорганизмов в пробе, 

количество колиформных и энтеробактерий, в том числе 

E. coli, за 48 ч – дрожжи, плесени, кампилобактер. 

Легкие и удобные в эксплуатации тесты «СимПлэйт» об-

ладают следующими преимуществами: позволяют в широком 

диапазоне вести подсчет микроорганизмов; не требуют мно-

гократных разведений; гарантируют воспроизводимый точ-

ный результат; имеют простую интерпретацию, основанную 

на визуальном различии позитивного и негативного результа-

та; позволяют получить быстрый результат (за 24–48 ч).

В определенных ситуациях могут помочь тесты для ла-

тексной агглютинации. Метод латексной агглютинации яв-

ляется вариантом реакции пассивной гемагглютинации. 

Латексные частицы полистирена с адсорбированными на 

них молекулами антител вступают в реакцию и агглютиниру-

ют с соответствующими антигенами микроорганизмов. 

Тщательно разработанные наборы позволяют достигать 

специфичности метода 95–98% [20]. При этом скорость ана-

лиза составляет всего 2–3 мин.

Среди отечественных производителей можно отметить 

продукцию ФБУН «Государственный научный центр приклад-

ной микробиологии и биотехнологии» (Оболенск), который 

выпускают латексные тесты: Listeria monocytogenes, E. coli 

O157:H7, E. coli O104:H4. Из зарубежных производителей вы-
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деляется компания «Oxoid» (Великобритания), «Remel» 

(США) / «Thermo Fisher Scientific» и их представитель в 

России «Вiovitrum», которые предлагают латексные наборы 

для выявления стрептококков, стафилококков, клостридий, 

энтерогеморрагических E. coli, легионелл, листерий, сальмо-

нелл, шигелл. Метод латексной агглютинации быстр, нагля-

ден и удобен в использовании, не требует дополнительного 

лабораторного оснащения для проведения исследований.

Очень удобны в использовании иммунохроматографиче-

ские тесты, в основе которых лежит иммунохроматографи-

ческий анализ (ИХА) – метод, основанный на разделении 

частиц методом парной связки и реакции между антигеном 

в биопробе и мечеными золотом моноклональными антите-

лами на твердой основе. Данный вид анализа проводится с 

помощью специальных экспресс-тестов, тест-полосок или 

тест-кассет. 

Метод ИХА характеризуется простотой постановки, высо-

кой специфичностью и скоростью выполнения анализа (не-

сколько минут). Его часто используют для быстрого скринин-

га качества пищевой продукции [21]. 

ФБУН ГНЦПМБ (Оболенск) производит иммунохромато-

графические тесты для экспресс-выявления и идентифика-

ции листерий, возбудителей туляремии, чумы, холеры О1-

группы, спор возбудителя сибирской язвы. Компания 

«Вiovitrum» поставляет в РФ продукцию «Xpect» – наборы 

для прямого качественного определения токсинов А и/или В 

Clostridium difficile. 

При наличии «чистой» культуры для ускорения идентифи-

кации выделенных микроорганизмов можно воспользовать-

ся наборами «RapID» для биохимической идентификации 

за 4 ч, в которых использованы традиционные и хромоген-

ные субстраты.

Использование таких наборов позволяет получать резуль-

тат идентификации бактерий не через 24 ч, как при обычных 

биохимических тестах, а через 4 ч [22]. Компания «Вiovitrum» 

поставляет в РФ наборы производства «Remel» для иденти-

фикации энтеробактерий, глюкозонеферментирующих, ок-

сидазо-положительных грамотрицательных палочек, стафи-

лококков, стрептококков, дрожжей, клинически значимых 

анаэробных бактерий (Грам+ и Грам-).

Для легкой дифференциации и быстрой предварительной 

идентификации микроорганизмов в мировой бактериологи-

ческой практике все более широкое применение получают 

хромогенные среды [23, 24]. Принцип действия заключает-

ся в образовании окрашенных веществ (индикаторов) в ре-

зультате взаимодействия высокоспецифичных ферментов 

бактерий с компонентами среды. 

Из основных производителей хромогенных сред следует 

назвать «Oxoid», «Merck», «bioMerieux», «HiMedia», «Fluka2, 

«Sifin», «Biolife». Выпуск освоен и отечественным произво-

дителем – ГНЦ ПМБ (Оболенск), который производит хромо-

генную среду для обнаружения колиформных бактерий и 

E. coli. Компания «Вiovitrum» поставляет в РФ хромогенные 

среды «Brilliance™ Oxoid»: для быстрой изоляции и иденти-

фикации 5 клинически важных видов Candida spp. и среду 

для идентификации колиформных бактерий, энтерококков, 

бактерий родов Proteus, Morganella и Providencia spp.; она же 

позволяет отличать Staphyloccus saprophyticus от других ста-

филококков.

Таким образом, существует большое количество более и 

менее дорогих методов экспрессной диагностики (таблица), 

которые реализованы в виде автоматизированных станций, 

приборов и диагностических наборов, способных значитель-

но сократить время исследования пищевой продукции или 

сырья для ее изготовления с целью оперативного контроля 

за качеством продуктов питания. Экономический эффект от 

повсеместного использования экспресс-методов будет мно-

гократно превышать материальные затраты на приобрете-

ние соответствующего оборудования и диагностических на-

боров.
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Таблица. Характеристика экспресс-методов по времени исследования

Используемый метод Наименование приборов, диагностических наборов Время исследования (этапа)

Импедансный метод Анализатор «БакТрак 4300»,
Анализатор «БиоТрак 4250»

4–24 ч

Колориметрическая методика Система «BACT/ALERT® 3D»,
анализатор «VITEK 2 Compact»

24–72 ч
2–18 ч

Фермент-связанный флуоресцентный анализ Система «VIDAS» 4–48 ч

Питательные среды «TEMPO» с флуоресцентным индикатором Система «TEMPO®» 24–48 (72) ч

Проточная цитометрия Анализатор «CHEMUNEX®» 1–24 ч

Твердофазная цитометрия Система «SCANRDI®» 10–90 мин

ПЦР в реальном времени Система детекции «GENE-UP®®» 9–25 ч

Флюоресцентная и калориметрическая детекция тесты «СимПлэйт» 24–48 ч

Времяпролетная масс-спектрометрия «MALDI Biotyper»,
«Vitek MS»

2–3 мин

Латексная агглютинация Наборы для латексной агглютинации 2–3 мин

Иммунохроматографический анализ Иммунохроматографические тесты 5–20 мин

Биохимическая идентификация с хромогенными субстратами Наборы «RapID» 4 ч

Хромогенные среды для посева Хромогенные среды 24–48 ч
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Российские ученые нашли новый способ борьбы с бактериями

Ученые из Московского института стали и сплавов созда-

ли нанопокрытия с антибактериальными и противогрибко-

выми свойствами, за сутки почти полностью уничтожающие 

болезнетворных микробов. Механизм действия – прямой 

физический контакт с игловидной поверхностью нанопленки 

на основе нитрида бора. Полагают, что этот подход будет 

перспективен в хирургии имплантатов и стоматологии.

Наноэффект: российские ученые нашли новый способ 

борьбы с бактериями [Electronic resource].

RT на русском. URL: https://russian.rt.com/science/

article/781338-nanoplyonki-protiv-mikrobov 

(accessed 08.12.2020).
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Н
аучно-исследовательская (экспериментальная, кол-

лекционная), диагностическая и биотехнологическая 

работа с патогенными микроорганизмами проводится в 

специфических условиях. Особенностями этой работы явля-

ются: большие объемы биомассы микроорганизмов, повы-

шенная температура и влажность в рабочих помещениях, 

контакт с дезинфицирующими веществами, их парами и 

антибиотиками, физическая и моральная нагрузка, а также 

постоянный риск заражения работника патогенным микро-

организмом [1, 2]. 

Микробиологическая лаборатория различной направлен-

ности и ведомственной принадлежности, в которой проводят 

работы с микроорганизмами – возбудителями инфекцион-

ных заболеваний, может являться потенциальным опасным 

биологическим объектом и, следовательно, источником за-

ражения посторонних лиц, по роду своей профессиональной 
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деятельности или в быту контактирующих с сотрудниками 

лаборатории, находясь в территориальной близости к лабо-

ратории. Помимо этого, существует риск попадания микро-

организмов – возбудителей инфекционных заболеваний в 

окружающую среду [3].

Следовательно, главной задачей в создании нормальных 

условий труда в биотехнологических микробиологических 

лабораториях является обеспечение безопасности персона-

ла и окружающей среды от заражения микроорганизмами. 

Поэтому параллельно развитию микробиологии и биотехно-

логии специалисты в области биологической безопасности 

постоянно разрабатывают и совершенствуют правила и при-

емы лабораторной и технологической работы, которые при-

званы обеспечить личную безопасность персонала при ее 

проведении, а также различные защитные приспособления, 

приборы и оборудование [1, 4, 5]. Следует особо отметить, 

что существующие в настоящее время правила и приемы 

лабораторной работы с патогенными микроорганизмами, за-

щитные устройства, режимные и технические меры, опреде-

ленный уровень автоматизации в микробиологических лабо-

раториях в значительной мере обеспечивают предотвраще-

ние случаев лабораторного заражения, но полностью исклю-

чить риск его они не могут. На это указывают периодически 

возникающие случаи заболевания вследствие заражения 

при лабораторной работе [1, 2, 7].

Обеспечение безопасной работы с патогенными микро-

организмами в лаборатории включает два основных факто-

ра биологической безопасности: «технический» и «челове-

ческий» [1, 7, 8]. В практике работы микробиологических 

лабораторий можно выделить несколько процедур (посевы 

больших объемов культуры микроорганизмов, центрифуги-

рование, высушивание, дезинтеграция), когда технический и 

человеческий факторы тесно переплетаются и от того, как 

они функционируют, зависит безопасность персонала и 

окружающей среды. 

Человек является основным звеном в работе с микроорга-

низмами независимо от степени их опасности. Правильность 

действий и поведения в той или иной ситуации, в комплексе 

мер, обеспечивающих безопасность, обуславливается уров-

нем владения профессиональными навыками и приемами, 

знанием возможных источников и механизмов заражения 

(или создания опасности заражения для окружающих), со-

стоянием психики, здоровья в целом [1]. Однако необходимо 

учитывать и возрастающее инженерно-техническое обеспе-

чение вредных и опасных работ в соответствии с современ-

ными требованиями биологической безопасности [1, 3, 9–11].

К техническому фактору биологической безопасности 

можно отнести барьерные защитные инженерные системы, 

обеспечивающие поддержание нормальных безопасных ус-

ловий труда сотрудников в микробиологических лаборатори-

ях различных уровней безопасности, от первого до четверто-

го по международной классификации (BSL 1-4) [1, 3–5, 12–

14], а также необходимый инструментарий и собственно тех-

нологическое оборудование.

Биотехнологические работы, связанные с микроорганиз-

мами, включают в себя несколько этапов или циклов:

•  ферментацию биологического материала; 

•  концентрирование материала с патогенными биологиче-

скими агентами (ПБА) при помощи систем и устройств; 

•  высушивание концентрированной субстанции с ПБА при 

помощи реагентов и установок;

•  фасовку материала с ПБА в емкости;

•  закладку емкостей на хранение. 

Эти процедуры выполняют не только на биотехнологиче-

ском производстве, но и при приготовлении материала с 

ПБА для закладки на хранение в музейных и коллекционных 

отделах организаций или учреждений. Каждый этап сопро-

вождается соответствующими требованиями биологической 

безопасности, соблюдение и проведение надлежащего кон-

троля которых позволяет максимально снизить угрозы воз-

никновения аварийных ситуаций или аварий. 

С точки зрения биологической безопасности, проведение 

работ с ПБА с использованием аппаратов и систем биотех-

нологического назначения – наиболее опасный и аварийно 

значимый процесс. Во время этих работ могут возникать 

ситуации как техногенного, так и антропогенного характера. 

Все работы связаны с высококонцентрированными препара-

тами ПБА (ферментация, концентрирование, высушивание), 

возможным образованием аэрозоля микроорганизмов (кон-

центрирование, высушивание, измельчение), а также нали-

чием большого объема биомассы (ферментация, концентри-

рование). 

Каждый этап биотехнологического процесса – это практи-

чески законченный цикл работы с ПБА, и для каждого из них 

определены конкретные требования биологической безо-

пасности. Они относятся к помещениям и оборудованию, 

средствам индивидуальной защиты, обеззараживанию 

твердых и жидких отходов. Особое значение приобретает 

процесс допуска сотрудников к проведению работ в биотех-

нологическом блоке «заразных» помещений лаборатории. 

Соответственно, все этапы работы с микроорганизмами 

для проведения биотехнологического процесса должны быть 

правильно оформлены, то есть иметь санитарно-эпидемио-

логическое заключение о наличии условий для выполнения 

данного вида работ и соответствии нормативным докумен-

там и лицензию на право проведения работ.

Следуя положениям нормативных документов [9, 10], к 

работе с ПБА допускают специалистов не моложе 18 лет с 

высшим или средним медицинским, биологическим, ветери-

нарным и иным (например, технологическим) образованием 

после окончания соответствующих курсов специализации с 

освоением методов безопасной работы с ПБА. Привлекае-

мые сотрудники не должны иметь противопоказаний к лече-

нию специфическими препаратами, а также к работе в 

средствах индивидуальной защиты. Инженерно-технический 

персонал структурного подразделения, осуществляющего 

деятельность с ПБА I–II групп, проходят специальную под-

готовку по биологической безопасности по месту работы в 

соответствии с должностными обязанностями [9, 10].

Инженерно-технический персонал, дезинфекторы и сани-

тарки структурного подразделения, осуществляющего дея-

тельность с использованием ПБА III–IV групп, должны про-

ходить специальную подготовку по биологической безопас-

ности по месту работы в соответствии с должностными 

обязанностями. 

Допуск инженерно-технического персонала к обслужива-

нию оборудования лабораторий (отделов, отделений) при 

проведении работ с ПБА I–IV групп осуществляет руководи-



Е.А.Тюрин, Л.В.Чекан / Бактериология, 2020, т. 5, №4, с. 60–64

62

тель организации один раз в два года после проверки зна-

ний по биологической безопасности. Разрешение на посе-

щение лаборатории инженерно-техническому персоналу, не 

работающему постоянно в учреждении, выдает руководи-

тель организации на основании запроса руководителя струк-

турного подразделения. Посещение осуществляется после 

прекращения работы и проведения текущей дезинфекции в 

помещениях лаборатории, в сопровождении ответственно-

го, назначенного сотрудника структурного подразделения, и 

регистрируется в журнале посещений подразделения [9, 10].

Возникает справедливый вопрос: кто лучше, качественней 

и безопасней проведет биотехнологический процесс – врач, 

биолог или инженер-технолог? На наш взгляд, лучше это сде-

лает инженер-технолог. Естественно, что у него должны быть 

определенные теоретические и практические знания в обла-

сти биологической безопасности и постоянный контакт во 

время проведения процесса со специалистами медико-био-

логического профиля. 

Мы исходим из того, что в соответствии с нормативными 

документами инженерно-технический персонал лаборато-

рии не может самостоятельно вести учет ПБА [9, 10, 15]. 

Технолог лучше справится с инженерно-техническим обе-

спечением биотехнологического процесса, а биолог или 

врач – непосредственно с микроорганизмами. Кроме того, 

специалисты с профессиональной подготовкой по медико-

биологическому профилю более грамотно могут оценить 

последствия аварийной ситуации и/или аварии во время 

проведения работ с ПБА и принять грамотное обоснованное 

решение по их ликвидации.

В доступной нам литературе мы не встретили материалов, 

позволяющих говорить об обеспечении требований биологи-

ческой безопасности при проведении биотехнологических 

работ комплексно. Поэтому целью настоящей работы являет-

ся рассмотрение вопроса обеспечения и контроля соблюде-

ния требований биологической безопасности при проведении 

биотехнологических процессов с большими массами, концен-

трациями микроорганизмов I–IV групп патогенности.

С точки зрения соблюдения требований биологической 

безопасности подготовка помещения, оборудования, прибо-

ров и аппаратов для проведения биотехнологических иссле-

дований является сложным процессом. Эти помещения от-

носятся к изолированным и максимально изолированным 

лабораториям, или BSL 3–4 (уровень биологической безопас-

ности) по международной классификации.

Биотехнологические процессы ведут с высококонцентри-

рованным материалом. Все операции должны сопровождать-

ся и поддерживаться соответствующими дезинфекционными 

мероприятиями, которые выполняют с использованием све-

жеприготовленных, проверенных рабочих дезрастворов. В 

обязательном порядке готовят аварийный запас дезсредств.

Все эти мероприятия протоколируют и актируют. 

Документы хранят в стечение одного года.

Соответственно, все требования биологической безопас-

ности при выполнении процедур с материалом, содержащим 

ПБА, на всех этапах биотехнологического процесса должны 

быть отражены в соответствующих разделах инструкций по 

проведению работ.

В биотехнологии, особенно если для получения биомассы 

используют патогенные микроорганизмы, процесс проводят, 

максимально обезопасив исполнителя и окружающую среду 

от возможного попадания ПБА. Обычно это помещения не 

имеют оконных проемов, а если они есть, то располагаются 

во внутреннем периметре помещения лаборатории и выходят 

в коридор. 

 Ограждающие поверхности (пол, стены, потолок) должны 

быть покрыты герметизирующим составом, красителями, 

устойчивыми к моющим и дезинфицирующим растворам вы-

сокой концентрации. Это связано с тем, что эти процессы 

связаны с высококонцентрированным материалом, содержа-

щим ПБА. Для того чтобы обеспечить надлежащее выполне-

ние требований биологической безопасности при проведении 

этапов биотехнологического процесса, необходимо выпол-

нить ряд условий.

 Во-первых, желательно соединить все этапы биотехноло-

гического процесса в единую цепочку. Например, внутрен-

нюю емкость ферментера, установленного в помещении 

ферментационного зала (сепарация идет следующей стади-

ей технологического процесса за ферментацией), с сепарато-

ром, чтобы не было возможного попадания материала в 

окружающую среду. В этом случае под окружающей средой 

мы понимаем пространство вспомогательных, рабочих по-

мещений и коридоров в лаборатории.

 Во-вторых, необходимо определить типы рабочей и защит-

ной одежды, в которой будут работать сотрудники. Обычно 

это первый тип противочумного костюма, дополненный проти-

вогазом. Однако если процесс проводят в помещении макси-

мально изолированной лаборатории, оборудованной систе-

мой подачи воздуха в средства индивидуальной защиты орга-

нов дыхания (СИЗ ОД) в виде изолирующего костюма, рабо-

тающего под давлением, то сотрудники, привлекаемые к ра-

ботам, должны пройти дополнительное обучение по работе в 

костюме, сдать зачет по знанию требований биологической 

безопасности и получить допуск к работам в СИЗ. 

 В-третьих, необходимо подготовить самих сотрудников. 

Они должны обладать определенными навыками работы с 

микроорганизмами, окончить соответствующие курсы повы-

шения квалификации, пройти входной медицинский осмотр, 

получить профилактические прививки и после этого могут 

быть допущены к данным работам приказом руководителя, 

как это уже говорилось выше.

 В-четвертых, все инженерные системы биологической без-

опасности должны быть подготовлены к работе, опробованы 

и аттестованы для выполнения работ с составлением актов и 

протоколов, которые представляются в комиссию по контролю 

соблюдения требований биологической безопасности.

 Необходимо убедиться, что все помещения, предназна-

ченные для проведения работ, соответствуют требованиям 

биологической безопасности. Желательно, чтобы это были 

отдельные блоки из помещений, соединенных между собой 

одним технологическим коридором или же между ними долж-

ны быть смонтированы передаточные шлюзы. Помещения 

должны быть герметичными, то есть между стенами, полом и 

потолком нет трещин, сколов и т.п. Герметичность должна 

быть достигнута и в области перекрытий. 

 Для оценки герметичности, особенно в помещениях для 

концентрирования, высушивания и измельчения, проводят 

оценку герметичности путем налива жидкости на пол с кон-

тролем протечки. Если протечка обнаруживается, то это 



Обеспечение требований биологической безопасности при проведении биотехнологических процессов с микроорганизмами I–IV групп патогенности 

63

место герметизируют дополнительно. Особое внимание не-

обходимо уделить стеновым проходкам, межэтажным гиль-

зам и сливным трапам. Они должны выступать над поверх-

ностью на 2–3 см, и места соприкосновения со строительной 

конструкцией должны быть тщательно загерметизированы. 

Это же относится и к проходкам электрических сетей, слабо-

точной системы информационной и аварийной сигнализа-

ций. Помещения должны находиться на круглосуточной ох-

ране. В рабочих комнатах предусматривается естественное 

или достаточное искусственное освещение.

Режим вентиляции рабочих помещений – принудитель-

ный механический с постоянным разрежением до –250 Па, 

достаточным обменом воздуха до 10 раз в час и очисткой 

подаваемого и выбрасываемого воздуха на высокоэффек-

тивных фильтрах очистки воздуха класса не ниже H14. 

Фильтры, вентиляционные агрегаты, вентиляционные каме-

ры подлежат обязательной проверке с составлением актов 

готовности к эксплуатации. 

Проверяют системы обеззараживания жидких и твердых 

отходов (паровые стерилизаторы и станции тепловой обра-

ботки стоков) на их техническую и защитную эффектив-

ность. Все процессы документируют и оформляют в виде 

протоколов.

Необходимо обратить особое внимание на защитную одеж-

ду и средства индивидуальной защиты органов дыхания, в 

которых будут проводить процесс. Одежда должна соответ-

ствовать уровню биологической безопасности, максимально 

защищая покровы тела и слизистые от ПБА. Идеально для 

этих целей подходят шланговые средства индивидуальной за-

щиты, работающие под давлением. Однако не каждая органи-

зация имеет достаточный запас таких СИЗ и обученный пер-

сонал для работы в них. Также отсутствуют (или их недоста-

точно) места для хранения и проверки СИЗ. Кроме того, не-

обходимо помнить, что такие СИЗ имеют определенный срок 

эксплуатации и после этого срока должны быть уничтожены. 

Для работы на биотехнологическом оборудовании ис-

пользуют опасные для человека химические реактивы (кон-

центрированные кислоты и щелочи, всевозможные раство-

рители). При неправильном хранении или использовании 

может произойти химическое отравление, пожар или взрыв, 

которые являются нарушением общей техники безопасности 

и требований биологической безопасности. Для ликвидации 

последствий аварийной ситуации или аварии применяют 

следующие меры по ее ликвидации:

•  хранят химические реактивы в специальных отведенных 

для них помещениях;

•  работают с ними под вытяжкой в хорошо вентилирован-

ном помещении;

•  соблюдают инструкции по безопасности.

При возникновении пожара возможны различные ситуа-

ции, которые являются нарушением общей техники безопас-

ности и требований биологической безопасности. В момент 

возникновения пожара нарушается контролирование био-

технологического процесса в целом. Данную ситуацию 

можно отнести к внешним угрозам, так как в ее возникнове-

нии сотрудники лаборатории являются пострадавшими. Для 

ликвидации последствий применяют следующие меры:

•  устанавливают аварийное освещение и указывают пути 

эвакуации;

•  для ликвидации легких возгораний в помещения исполь-

зуют первичные средства тушения огня (огнетушители);

•  персонал обучают технике пожарной безопасности.

Самая основная, на наш взгляд, категория угроз в био-

технологическом процессе (так как при несоблюдении 

общей техники безопасности и требований биологической 

безопасности данный фактор ведет ко всем основным и 

биологическим рискам):

•  при работе с сосудами, работающими под давлением, 

может произойти взрыв;

•  несоблюдение правил пожарной безопасности при рабо-

те с легковоспламеняющимися жидкостями и электриче-

скими нагревательными приборами может привести к 

ожогам или пожару;

•  неправильное обращение с приборами, подключенными 

к электросети, может привести к поражению электриче-

ским током или возникновению пожара из-за короткого 

замыкания;

•  неправильная работа с микроорганизмом может приве-

сти к заболеванию или смерти человека;

•  работая со стеклянной посудой и острыми приборами, 

можно порезаться;

•  неправильная работа с химическими реактивами может 

привести к химическому отравлению, ожогам, пожару, 

взрыву;

•  при неправильной работе с жидкими газами или сильно 

замороженными предметами возможно обморожение.

 Для ликвидации последствий аварийной ситуации или 

аварии применяют следующие меры:

•  необходимо постоянно поддерживать высокий уровень 

подготовки квалифицированных специалистов, как ми-

кробиологов и биотехнологов, так и инженерно-техниче-

ского персонала, обеспечивающего работу общих кор-

пусных систем;

•  обеспечивать регулярный пересмотр нормативно-мето-

дической документации (инструкции, регламенты), 

вводя в нее новые, прогрессивные методики и приемы 

безопасной работы; 

•  регулярное проведение инструктажей по общей, пожар-

ной, электрической и биологической безопасности;

•  регулярное проведение тренировочных занятий по лик-

видации последствий аварий и аварийных ситуаций, 

которые могут возникнуть во время проведения работ 

на этапах биотехнологического процесса, аппаратах, 

системах энергоснабжения и инженерных системах био-

логической безопасности; 

•  соблюдение принципа «парности» при проведении всех 

штатных работ в биотехнологическом процессе;

•  регулярная оценка работоспособности аппаратов и си-

стем, внедрение новых лабораторных и биотехнологиче-

ских методик и процедур, проведение автоматизации 

биотехнологического процесса.

Специфика производства микробиологической и биотех-

нологической продукции требует строгого соблюдения по-

ложений и требований нормативно-методических докумен-

тов, устанавливающих санитарно-эпидемиологические тре-

бования, в том числе критерии безопасности, на всех эта-

пах технологического процесса, включая контроль продук-

ции. 
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Используемые на производстве технологические процес-

сы, а также манипуляции с сырьем, материалами, реактива-

ми, субстратами, оборудованием, производственными 

штаммами микроорганизмов, упаковочными материалами 

должны гарантированно обеспечивать безопасность для 

персонала и окружающей среды.

Все производственные процессы должны быть регламен-

тированы и документированы и обеспечивать неизменность 

производства продукции, отвечающей параметрам качества 

и требованиям безопасности.
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безвременно  ушел из жизни член редколлегии 

журнала «Бактериология» 

Владимир  Ашотович Давидянц

В.А.Давидянц родился 16 февраля 1953 г. в Баку, 

Азербайджанская ССР. После окончания учебы на санитар-

но-гигиеническом факультете Ереванского государственно-

го медицинского института в 1976 г. он начинает свою мно-

гогранную трудовую деятельность. Практическая работа на 

санитарно-эпидемиологической станции г. Еревана, научно-

преподавательская – в НИИ эпидемиологии, вирусологии и 

медицинской паразитологии им. А.Б.Алексаняна Минздрава 

Армении, в Ереванском государственном институте усовер-

шенствования врачей Минздрава СССР, где он заведовал 

кафедрой эпидемиологии и медицинской информатики. 

Параллельно в 1992–1996 гг. он был директором создан-

ного им Института общественного здоровья Минздрава 

Республики Армения. В 1992 г. В.А.Давидянц основал 

Армянскую ассоциацию общественного здоровья и до по-

следних дней жизни занимал должность ее президента. С 

1996 г. Владимир Ашотович занимал различные должности в 

структурах здравоохранения Республики Армения (основа-

тель и директор Информационно-аналитического центра, 

заместитель министра здравоохранения, главный государ-

ственный санитарный врач, заместитель директора 

Национального института здравоохранения, главный специа-

лист Минздрава по паразитарным и тропическим болезням).

С 2013 г. по настоящее время профессор Давидянц рабо-

тал в Программе Департамента обороны США по снижению 

биологических угроз (DTRA CBEP) в Армении в качестве 

научного консультанта, а затем заместителем директора по 

профессионально-техническим вопросам в компании 

JACOBS/CH2M HILL Inc., внося значительный вклад в непре-

рывное медицинское образование и научные исследования 

в области биомедицины. 

С 2016 г. профессор Давидянц также являлся членом 

Рабочей группы по мониторингу и оценке Стратегической 

технической консультативной группы (СТКГ) по забытым 

тропическим болезням (ЗТБ) в штаб-квартире ВОЗ. 

Благодаря усилиям В.А.Давидянца, включая научную ра-

боту, в Армении были реализованы программы йодирования 

соли, элиминации полиомиелита и малярии.

Давидянц был ведущим экспертом проектов международ-

ных организаций (ВОЗ, Агентства международного развития 

США и Канады, Европейского Союза, Центра по контролю и 

профилактике заболеваний США, Международного научно-

го-технического центра, Программы биотехнологии США, 

Программы исследования тропических заболеваний и др.). 

Он проводил исследования в области инфекционных забо-

леваний, паразитологии и эпидемиологии оппортунистиче-

ских заболеваний.

Владимир Ашотович Давидянц – автор более 300 научных 

работ, в том числе 9 руководств, 7 монографий, учебных по-

собий, атласов и т.д., которые эффективно интегрированы в 

научно-образовательную систему Республики Армения с 

целью развития системы здравоохранения.

Неоценима роль профессора Давидянца как научного 

консультанта и руководителя научных работ, благодаря ему 

многие студенты проложили себе путь в науку, защищено 

около двух десятков диссертаций. Многие ученики 

Владимира Ашотовича в настоящее время вносят весомый 

вклад в борьбу с коронавирусом COVID-19.

В.А.Давидянц участвовал в работе редколлегий ведущих 

научных журналов: «Медицинская паразитология и парази-

тарные заболевания», «Sino», «Бактериология». 

Работы профессора Давидянца оценены многочисленны-

ми наградами и званиями государственных и общественных 

организаций: «Награды признательности» от министоров 

здравоохранения Республики Армения (1998, 2002, 2005, 

2012, 2016), «Награда за выдающийся достижения» от пре-

мьер-министра Республики Армения (2001), почетные меда-

ли им. Р.Вирхова (2003), им. Рентгена (2005), им. Р.Коха 

(2014), Награда от Армянской ассоциации организаторов 

здравоохранения (2008), «Награда признательности» от ми-

нистра здравоохранения Республики Узбекистан (2017) и 

многие другие.

Светлая память о Владимире Ашотовиче Давидянце оста-

нется в сердцах его друзей и коллег.
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языке. По согласованию с редакцией допускается публикация 

рекламных материалов, соответствующих тематике журнала.

Публикации, созданные в порядке выполнения служебного 

задания, должны иметь направление от учреждения, в кото-

ром выполнена работа. В направлении следует указать, что 

представленный материал ранее не был нигде опубликован и 

не находится на рассмотрении для публикации в других из-

даниях (включая зарубежные). 

К публикации прилагается экспертное заключение органи-

зации об отсутствии ограничений для открытой публикации 

представленных материалов.

Материалы для публикации, включая сопровождающие 

доку менты, направляются в редакцию в электронной форме 

по адресу: info@obolensk.org или bacteriology@obolensk.org. 

В теме сообщения следует указать «Бактериология».

Требования к оформлению статьи.

Экспериментальная статья должна состоять из разделов: 

введение, материалы и методы, результаты и обсуждение, 

список литературы. 
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