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Важнейшая задача коллекционной деятельности заключается в сохранении исходных свойств депонированных микро-
организмов. Для этого в лабораторных условиях используются несколько методических приемов. Наиболее часто 
используемыми из них являются два метода длительного хранения – криоконсервация и лиофильное высушивание. 
Непосредственно процедурам, связанным с длительным хранением, предшествуют этапы культивирования внутри 
лаборатории. Обычно для оценки эффективности применяемого метода консервации используют выживаемость бак-
териальной культуры. Фенотипическая, а особенно генетическая стабильность культуры изучаются гораздо реже. В 
последние 10 лет в арсенале микробиологов появился новый мощный метод изучения изменений в геноме микроор-
ганизмов – полногеномное секвенирование. Использование данного подхода позволяет обнаруживать мутации в 
любом участке генома микроорганизма, в том числе не влияющие на его фенотип. В работе проведен анализ литера-
туры, посвященной исследованию мутаций в геномах бактерий, возникающих в процессах длительного хранения и 
культивирования, с использованием методов полногеномного секвенирования.
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Culture collections play a key role in underpinning microbiology, supplying and preserving different microorganisms with their 
original properties. But during the preservation of microorganisms researchers face the adaptation of microorganisms to 
preserving conditions, to prevent it long-term methods of preservation are used. The most popular methods are cryoconservation 
and freeze-drying, or lyophilization. The conditions of growing cultures before the conservation are also essential and they also 
can determine phenotypic and genetic properties after the preservation. The vital problem in preservation is to ensure genetic 
stability since the viability of cells after preservation may not necessarily correlate with the full maintenance of all properties. 
Usually in the experiments of long-term preservation the survival rate of the strains is estimated, but this is only a quantitative 
assessment, not qualitative one. Whole genome sequencing has largely been used to evaluate mutations. This method affords 
estimation of the mutations that even can not affect the phenotype. Our focus throughout this exercise has been on seeking to 
the estimation of genetic stability in microorganisms in long-term preservation and cultivation.
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В
современной микробиологии сбор и поддержание кол-

лекций микроорганизмов являются одним из наибо-

лее важных направлений практической деятельности. 

Коллекции культур микроорганизмов возникли благодаря 

Роберту Коху, который впервые ввел метод выделения 

чистых культур на искусственных средах [1]. Первая сер-

висная коллекция микроорганизмов была создана профес-

сором Франтишеком Кралом в 1890 г. в Праге. Благодаря 

своему опыту выделения, культивирования и хранения 

микроорганизмов он был назначен доцентом кафедры бак-

териологии и уже в 1900 г. опубликовал первый каталог 

коллекции микроорганизмов [2]. Коллекции микроорганиз-

мов позволяют решать фундаментальные и прикладные 

задачи, в том числе депонирование, хранение и распро-

странение большого количества разнообразных микроор-

ганизмов и обеспечение связанной с ними информации для 

научных, промышленных, сельскохозяйственных и меди-

цинских целей. Основной задачей коллекционной деятель-

ности является сохранение штаммов в неизменном состоя-

нии и предоставление их для сравнительных экспериментов. 

Благодаря коллекциям микроорганизмов становится воз-

можным уточнение таксономического положения культур с 

атипичным фено- и генотипами, исследование возбудите-

лей. От качества материала в коллекции зависит достовер-

ность исследований, проводимых в разных лабораториях, 

поскольку без использования референтных культур невоз-

можно сравнение результатов, полученных в разных лабо-

раториях [3]. Микробиологические коллекции предназначе-

ны для формирования и поддержания микроорганизмов в 

условиях, исключающих утрату их свойств, изменения 

морфологических, биохимических, серологических и токси-

ческих свойств или чувствительности к антибиотикам [4]. 

Организации, занимающиеся коллекционной деятельно-

стью, ответственны за хранение большого разнообразия 

штаммов и поддержание их в жизнеспособном неизменном 

состоянии, что является трудоемкой задачей. Небольшую 

коллекцию можно поддерживать, используя традиционный 

метод периодического пересева на свежие питательные 

среды. Тем не менее применение данного подхода может 

способствовать накоплению генетических мутаций и, как 

следствие, изменению биологических свойств бактериаль-

ной клетки [5].

Коллекционная деятельность имеет важное значение при 

изучении возбудителей особо опасных инфекций (ООИ). В 

Российской Федерации (РФ) коллекции возбудителей ООИ 

находятся в подведомственных учреждениях Федеральной 

службы по надзору в сфере защиты прав потребителей и 

благополучия человека, Российской академии наук, Россий-

ской академии медицинских наук, Министерства обороны 

РФ, Министерства сельского хозяйства РФ [6].

Для сохранения обширных коллекционных фондов в кол-

лекциях используются методы долгосрочного хранения куль-

тур [7]. В большинстве случаев в качестве оценки эффектив-

ности того или иного метода хранения микроорганизмов 

используют выживаемость культуры [8], а фенотипическая и 

тем более генетическая стабильность культур изучаются на-

много реже. Однако при использовании различных методов 

хранения штаммов были зарегистрированы изменения их 

гено- и фенотипов [9, 10]. 

В последние годы для изучения изменений генотипа ми-

кроорганизмов в коллекциях исследователи получили воз-

можность проводить количественную оценку геномных му-

таций методом полногеномного секвенирования, в том 

числе для разных пассажей одной коллекционной культуры. 

Так, в исследовании Sakurai и Kawasaki [11] изучалось на-

копление полиморфизмов при хранении штаммов, депони-

рованных в биоресурсном центре Национального института 

технологий и оценки Японии (NBRC). Авторами был прове-

ден анализ полногеномных полиморфизмов различных пар-

тий микроорганизмов, которые были получены из одного 

источника и хранились в NBRC от 4 до 38 лет, в лиофильно-

высушенном состоянии при +4°C. При сравнении последова-

тельности геномов штаммов одного происхождения, а также 

штаммов, полученных из других публичных коллекций, ге-

номные различия были обнаружены у всех 24 протестиро-

ванных бактериальных культур, находящихся на хранении в 

данной организации. Однако авторы не проводили анализ 

причин возникновения мутаций. С одной стороны, мутации в 

партиях материала, заложенных в разное время, могут на-

копится при пересевах культуры между этапами длительно-

го хранения. С другой – процедуры, сопряженные с лиофи-

лизаций, являются сильным стрессом, способным привести 

к повышенной частоте возникновения мутаций [11].

В 2016 г. было показано воздействие криоконсервации на 

бактериальные геномы [12]. Авторы подвергли три штамма 

Escherichia coli однократному замораживанию при различ-

ных концентрациях криопротектора глицерина и различных 

методах замораживания. Штаммы не только демонстриро-

вали различия в жизнеспособности в зависимости от кон-

центрации глицерина, но и этот единственный случай замо-

раживания, очевидно, привел к потере редких аллелей в 

экспериментальных популяциях. Авторы пришли к выводу, 

что криоконсервация сама по себе может влиять на феноти-

пы и генотипы популяции, и связали данные изменения с 

естественным отбором, а не генетическим дрейфом.

Прогресс в области технологий секвенирования ДНК но-

вого поколения (next-generation sequencing/NGS) привел к 

широкому внедрению данного метода в деятельность микро-

биологов. На сегодняшний день эти технологии доступны 

для широкого спектра исследований [13]. Существует не-

сколько доступных платформ NGS: Illumina, Ion Torrent, 

Pacific Biosciences, мономолекулярное нанопоровое секвени-

рование компании Oxford Nanopore, MGI, с использованием 

которых можно проводить анализ геномов бактерий. Одним 

из наиболее распространенных способов использования 

NGS для определения аутентичных свойств бактериальных 

штаммов является их ресеквенирование и сравнение с наи-

более близким эталонным геномом для выявления суще-

ственных генетических различий между ними [14]. Данная 

технология применяется для выявления мутаций при хране-

нии и культивировании коллекционных культур, вызванных 

воздействием стрессовых физических факторов и примене-

ния искусственных питательных сред [15]. Поскольку мета-

болические особенности и транскрипционные регуляторные 

факторы микроорганизмов оптимизированы эволюцией в 

ответ на селективное давление, присутствующее в есте-

ственной экологической нише каждого вида, переход к лабо-

раторным методам поддержания культур в жизнеспособном 
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состоянии способен привести к возникновению субпопуля-

ций бактериальной культуры, приспособленных к изменив-

шимся условиям. Находясь в лабораторных условиях, микро-

организмы могут адаптироваться путем возникновения му-

таций, инактивирующих гены, излишние в данной среде [16]. 

Показательной является работа Liu et al. (2017), посвящен-

ная анализу мутаций в геномах пяти изолятов E. coli, четыре 

из которых (GE3, MEM, PAR и WAT) были выделены из окру-

жающей среды, а один (MG1655) являлся культурой распро-

страненного лабораторного штамма K-12 [17]. Особенность 

данной работы заключалась в реконструкции полных после-

довательностей бактериальных хромосом и плазмид для 

каждого из бактериальных штаммов, взятых в работы по 

алгоритму de novo. Авторами были изучены скорости нако-

пления мутаций в условиях длительного культивирования в 

стационарной фазе и при ежедневных пересевах изучаемых 

бактериальных культур. После 10 дней культивирования до 

25 мутаций присутствовало во всех культурах естественных 

изолятов (рис. 1). Среди всех мутаций два гена были под-

вержены параллельным изменениям при различающемся 

генетическом фоне изолятов, взятых в работу. Мутации в 

гене rpoS присутствовали в изолятах, полученных от всех 

четырех разных предков. Помимо этого, изоляты приобрели 

мутации в гене mutL, влияющем на репарацию ДНК. 

Повышенная частота мутаций в этих изолятах указывает на 

опасность генетической нестабильности, возникающей в 

лабораторных условиях. Ни мутации гена rpoS, ни мутации 

гена mutL не были обнаружены в лабораторном штамме 

MG1655, однако в нем при тех же условиях культивирования 

все же присутствовало несколько новых мутаций.

Особый интерес представляет тот факт, что повышенная 

частота мутационного процесса зарегистрирована в этом 

эксперименте для культур, длительное время находившихся 

в стационарной стадии роста (LE1). Эта работа подтвержда-

ет более ранние наблюдения, согласно которым длительная 

инкубация в стационарной фазе в течении нескольких дней 

на богатых средах (и даже пересылка культур между лабо-

раториями) способна приводить к возникновению гетероген-

ности бактериальных популяций [18, 19].

Эффекты, связанные с лабораторными пассажами, не 

ограничиваются штаммами E. coli, а наблюдаются для раз-

ных бактерий, включая патогены [20–25]. Однако в работе 

Liu впервые были показаны изменения генома изучаемого 

микроорганизма с использованием прямого метода – рекон-

струкции полных последовательностей бактериальных хро-

мосом и плазмид [17].

Проблемы при хранении микроорганизмов

Существуют краткосрочные и долгосрочные методы кон-

сервации бактериальных штаммов. К краткосрочным мето-

дам относятся периодические пересевы на свежие пита-

тельные среды (субкультивирование), хранение под мине-

ральным маслом, хранение в воде и водно-солевых раство-

рах, хранение высушиванием на твердых носителях, хране-

ние замораживанием при температурах ниже точки кристал-

лизации воды. К долгосрочной консервации относят замора-

живание при низких температурах (криоконсервация), кон-

сервацию высушиванием из замороженного состояния (лио-

филизация), консервацию высушиванием из жидкого состо-

яния (L-высушивание) [5, 26–28].

Точные механизмы, приводящие к индукции генотипиче-

ских и фенотипических изменений в микробных клетках во 

время хранения и субкультивирования, еще не ясны и требу-

ют дополнительных исследований. Предполагается, что не-

сколько факторов, включая температурный шок, окисли-

тельный стресс, токсичность криопротекторов, криоповреж-

дения, образование внутриклеточного льда, влияние ваку-

ума и испарения жидкости при сушке и замораживании, а 

также образование свободных радикалов, могут вызывать 

различные виды генотипических и фенотипических измене-

ний в культурах [29]. Помимо методов хранения, колебания 

температуры во время замораживания и оттаивания и даже 

перенос культур из одного морозильника в другой могут рас-

сматриваться как факторы, вызывающие стрессовые усло-

вия для микроорганизмов.

В настоящее время не все широко распространенные 

методы хранения могут быть применимы для выделенных 

изолятов бактерий. Для некоторых бактериальных культур 

характерно гипермутаторное состояние – процесс ускорен-

ного накопления мутаций, как правило, связанный с ошибка-

ми в работе бактериальных полимераз либо систем репара-

ции ДНК. Особую проблему для деятельности микробных 

коллекций представляет сохранение подобных клинических 

изолятов в том случае, если они актуальны для изучения 

возбудителей инфекционных заболеваний.

Для организаций, работающих над моделированием ООИ 

или разработкой вакцин, критически важным является со-

хранение вирулентности культуры. Была исследована ста-

бильность двух плазмид вирулентности 142 изолятов Bacillus 

anthracis после хранения на протяжении нескольких десят-

ков лет при температуре -20°C на бруцелла-бульоне с до-

бавлением 20% глицерина. Плазмида pXO1 содержит гены, 

кодирующие сибиреязвенный токсин, а плазмида pXO2 

несет кластер генов, отвечающий за экспрессию капсулы. 

Путем фенотипической оценки с использованием стандарт-

ных микробиологических критериев и ПЦР-анализа с ис-
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Рис. 1. Накопление мутаций в штаммах в процессе эксперимен-

та (Liu, 2017) [17]. MG1655 – лабораторная культура штамма 

K-12, GE3, MEM, PAR и WAT – природные изоляты. LE1α1, 

LE1α5 – клоны, полученные при культивировании в стационар-

ной фазе 10 дней без пересевов; LE2A1, LE2A5 – клоны, полу-

ченные при культивировании 10 дней при ежедневном пере-

севе.
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пользованием праймеров, специфичных для этих плазмид, 

была выявлена утрата плазмиды pXO2 у 21 изолята 

B. anthracis. Изначально 35 изолятов B. anthracis продемон-

стрировали смешанный фенотип мукоидных/немукоидных 

колоний, 21 изолят не смог восстановить экспрессию капсу-

лы после повторного культивирования на бикарбонатном 

агаре в анаэростате [30].

В некоторых случаях обнаружить изменения в геномах 

изучаемых микроорганизмов не удается, несмотря на суще-

ственную разницу их свойств. Так, в нашем центре были 

проведены тестикулярные пассажи микробной культуры 

через организм морской свинки, которые позволили значи-

тельно увеличить вирулентность Yersinia pestis B-6706. 

Показатель LD50 культуры для морских свинок до анимали-

зации превышал 106 КОЕ, однако после данной процедуры 

составил всего 68 КОЕ [31]. Проведенное двукратное полно-

геномное секвенирование на платформах Illumina MiSeq и 

Ion Torrent PGM исходной и анимализированной культур не 

выявило различий в геноме. Увеличение вирулентности бак-

териальной культуры вследствие селекции в организме 

морской свинки оказалось не связано с появлением спон-

танных «мутантов», а вызвано изменением экспрессии 

генов psaA, pst, ansB, YPO3636 и YPO0412 [32].

Микробиологические исследования часто включают 

обмен штаммами между лабораториями и коллекционными 

центрами. Сохранность фенотипических и генетических 

свойств передаваемых штаммов важна для обеспечения 

воспроизводимых экспериментальных результатов. 

Длительно время одним из наиболее распространенных спо-

собов транспортировки микроорганизмов была культура 

бактерий в агаровых столбиках. Однако такой способ транс-

портировки коллекционных культур может приводить к гене-

тической нестабильности, в том числе проявляющейся в 

накоплении мутаций в гене rpoS штаммов E. coli. В 2011 г. 

обнаружена высокая экспрессия продукта гена rpoS у куль-

туры E. coli MC4100TF, трижды транспортированной между 

лабораториями, что было связано с инсерцией IS1 в ген 

rssB. Сигма-фактор RpoS, накапливающийся в ответ на 

стрессовые факторы в стационарной фазе, вступает в кон-

куренцию с σ70 – сигма-фактором «домашнего хозяйства» – 

за связывания РНК-полимеразы с промоторами генов. 

Высокая экспрессия RpoS приводит к низкой активности 

биосинтеза щелочной фосфатазы и плохому росту на ацета-

те [18].

В 2004 г. Paul et al. показали, что длительное хранение 

токсигенных штаммов Vibrio cholerae на агаровых столбиках 

может приводить к отбору спонтанных нетоксигенных «му-

тантов» благодаря мутации в промоторе toxR. У toxR-

«мутантов» отсутствует экспрессия генов ToxR-регулона, в 

том числе токсина холеры, вследствие чего они получают 

конкурентное преимущество роста перед токсигенными 

клетками in vitro [33].

Для долгосрочного хранения бактериальных культур 

часто используют лиофилизацию и криоконсервацию [27, 

34, 35]. Выбор между методами зачастую зависит от устой-

чивости микроорганизма к конкретной процедуре, имеюще-

гося оборудования, возможности соблюдения требований 

биологической безопасности, а также продолжительности, 

условий и сроков хранения.

При криоконсервации уровень метаболизма клеток сни-

жается с понижением температуры. Так, чем ниже темпера-

тура хранения и частота колебаний температуры, тем выше 

стабильность и шанс успешного сохранения жизнеспособ-

ной культуры. Сложности с использованием данного метода 

связаны с необходимостью наличия оборудования для за-

мораживания. Температура, необходимая для сохранения 

культур, обычно составляет от -80 до -135°C. Для хранения 

культур дольше 5 лет рекомендуется хранение при сверх-

низких температурах в жидком азоте (при -196°C) или его 

парах [36]. Системы хранения в парах жидкого азота исполь-

зуют для хранения в условиях, препятствующих кросс-

контаминации. При использовании данных криогенных тех-

нологий необходимо специализированное оборудование, 

способное обеспечивать постоянство температуры хране-

ния.

Sleight et al. провели эксперимент по изучению эволюци-

онной адаптации микроорганизмов к режиму заморажива-

ния–оттаивания. Таким образом, оценивалось влияние 

стресса замораживания–оттаивания на культуры (freeze-

thaw stress). В эксперименте рассматривались 15 популяций 

E. coli и их приспособление к 150 двухдневным циклам за-

мораживания (без использования криопротекторов), оттаи-

вания и роста. По результатам исследования отмечалось 

изменение фенотипических свойств культур, что проявля-

лось в изменении скорости их роста. Так, у эксперименталь-

ных групп наблюдалось сокращение лаг-фазы, то есть пери-

ода медленного роста, когда культура приспосабливается к 

среде. В результате дальнейших исследований авторы вы-

яснили, что улучшение приспособляемости организмов к 

циклам замораживания–оттаивания было обусловлено му-

тациями в гене cls кардиолипин синтазы – фермента, отве-

чающего за энергетический обмен клетки, и вставкой IS150 

в межгенной области uspA-uspB, кодирующей два универ-

сальных стрессовых белка. Мутация гена cls помогает под-

держивать текучесть мембран после замораживания и от-

таивания, но физиологический механизм улучшения приспо-

собленности вследствие вставки IS150 остается неизвест-

ным [37, 38].

Для лучшей сохранности бактериальных культур при за-

мораживании–оттаивании используют криопротекторы, на-

пример раствор глицерина [39]. В этих же целях часто ис-

пользуются сахара (лактоза, мальтоза и трегалоза). Они 

оказывают протективное воздействие на клеточные мем-

браны, так как связываются с мембранными белками и пре-

пятствуют их денатурации в процессе изменения темпера-

тур [40–42].

Криопротекторы предупреждают действие таких повреж-

дающих факторов, как формирование внутриклеточного 

льда и обезвоживание. При этом к криопротекторам предъ-

являются следующие требования: они должны быть хорошо 

растворимыми в воде и сохранять это свойство при низких 

температурах, а также иметь низкую токсичность, чтобы 

было возможно использовать их в больших концентрациях 

[43, 44]. Кроме того, существует практика включения в пита-

тельные среды, используемые в качестве среды для замора-

живания, компонентов-криопротекторов [45, 46].

Wing et al. (2020) в своем исследовании оценивали по-

следствия замораживания и оттаивания как на фенотипиче-
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ском, так и на геномном уровнях, используя популяции 

Saccharomyces cerevisiae. Анализ проводился на пяти раз-

личных популяциях дрожжей: одной рекомбинантной попу-

ляции SGRP-4X, используемой для картирования локусов 

количественных признаков, и четырех изогенных штаммов. 

Криоконсервацию проводили при -80°C в присутствии крио-

протектора глицерина. Проводили пять последовательных 

циклов замораживания и оттаивания, после чего анализиро-

вали данные полногеномного секвенирования на уровне 

популяции (Pool-SEQ) после однократного цикла и после 

пяти циклов. Рекомбинантные популяции продемонстриро-

вали повышенную способность выживать в течение пяти 

циклов замораживания–оттаивания, тогда как изогенные 

линии не показали заметных различий в жизнеспособности 

в тех же условиях. Данные Pool-SEQ для исходно изогенных 

линий выявили некоторые потенциальные генетические по-

следствия циклов замораживания–оттаивания в виде мута-

ций de novo в каждой из изогенных линий. Однако, учиты-

вая, что жизнеспособность существенно не изменялась в 

течение повторяющихся циклов замораживания–оттаива-

ния, вероятно, эти предполагаемые мутации имеют незначи-

тельные фенотипические последствия, связанные с замора-

живанием и оттаиванием, или вообще не имеют их. При из-

учении данных по рекомбинантным популяциям было обна-

ружено пять примеров потенциальных полезных мутаций de 

novo, которые могут лежать в основе наблюдаемого увели-

чения жизнеспособности, в том числе ген pca1, кодирующий 

переносчик кадмия. Авторы отмечают, что влияние криокон-

сервации на эксперименты с участием популяций с неболь-

шими или отсутствующими генетическими вариациями, ве-

роятно, будет незначительным [47].

Сублимационная сушка, или лиофилизация, считается 

золотым стандартом в области хранения микроорганизмов 

[29]. Обычно этот процесс включает замораживание матери-

ала, а затем высушивание в условиях вакуума, при этом за-

мороженная вода переходит в газообразное состояние и 

удаляется. Тем самым почти полностью устраняется актив-

ность воды, что способствует повышению стабильности и 

жизнеспособности живых клеток при длительном хранении и 

помогает продлить срок хранения образцов [27, 48]. Однако 

Рис. 2. Схема эволюции вакцинных штаммов БЦЖ, демонстрирующая исходный вирулентный штамм-предок M. bovis и последую-

щую серию геномных изменений, включая делеции областей различия гена (regions of difference/RD), однонуклеотидные полимор-

физмы (SNP) и некоторые штамм-специфические вставки (‘Ins’) и делеции (‘Δ’) [59].
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было также показано, что процесс высушивания из заморо-

женного состояния повреждает живые клетки, вызывая из-

менения свойств мембран, вторичные структурные измене-

ния белков и разрывы цепей нуклеиновых кислот [49–52]. 

Повреждение, вызванное последовательными этапами за-

мораживания, сушки и регидратации как эукариотических, 

так и прокариотических клеток, в основном объясняется по-

вреждением ДНК и внутриклеточной потерей воды [53].

Dorman и Thomson секвенировали геном, изучили морфо-

логию и фенотип лиофилизированного штамма V. cholerae 

NCTC 30, впервые выделенного в 1916 г. После 102 лет хра-

нения была выявлена потеря подвижности у V. cholerae 

NCTC 30, а также идентифицирована мутация, из-за которой 

отсутствовала экспрессия генов биосинтеза жгутика [54]. 

Эта мутация возникла в результате сдвига рамки считыва-

ния гена flrC. Ген flrC кодирует регулятор ответа FlrC, контро-

лирующий экспрессию генов биосинтеза жгутика класса III 

(жгутиковый колпачок, моторный компонент MotX и коровый 

флагеллин FlaA). При этом гены класса III оставались интакт-

ными у NCTC 30. Сдвиг рамки считывания препятствует 

синтезу последних 48 аминокислот С-конца FlrC. Поскольку 

эта область является ДНК-связывающим доменом регулято-

ра ответа, то данная мутация предотвращает активацию flrC-

генов биосинтеза жгутика класса III у V. cholerae NCTC 30, 

что вызвало отсутствие жгутика у бактерии [55]. 

Информация о том, как менялись фенотипы и накаплива-

лись мутации в ходе распространения исследуемого штам-

ма при культивировании и хранении, необходима для обе-

спечения возможности сравнения результатов, получаемых 

разными научными группами в разные периоды времени. 

Известным примером изменения свойств бактериальных 

культур является ситуация с вакцинным штаммом 

Mycobacterium bovis. С момента изобретения вакцины БЦЖ 

(бациллы Кальметта–Герена) оригинальный штамм, храня-

щийся в институте Пастера, распространялся и использо-

вался для производства субкультур и последующей вакци-

нации населения. Вакцина БЦЖ существует с 1921 г. и явля-

ется одной из наиболее широко используемых из всех суще-

ствующих в настоящее время вакцин. Вакцинация охватыва-

ет более 80% новорожденных и детей грудного возраста в 

странах, где она является компонентом национальной про-

граммы иммунизации детей. Ежегодно вводится более 

120 млн доз БЦЖ [56]. Длительное поддержание культуры в 

разных коллекциях привело к накоплению генетических раз-

личий между субкультурами БЦЖ [57, 58]. За прошедшие 

годы выявлено более 14 субкультур БЦЖ, которые исполь-

зовались в качестве штаммов вакцины БЦЖ в разных ча-

стях мира. На рис. 2 представлена генеалогия штаммов 

БЦЖ с обозначениями соответствующих мутаций.

В связи с этим в коллекционной деятельности необходи-

мо выявлять генетические изменения депонированных 

штаммов и их влияние на свойства культуры во время долго-

срочного хранения в коллекциях. Для уменьшения послед-

ствий повреждения ДНК вследствие стресса, вызванного 

замораживанием–оттаиванием, а также регидратацией, в 

клетках активируются механизмы репарации ДНК. Данный 

факт был установлен путем мониторинга индукции генов с 

использованием панели биолюминисцентных биорепорте-

ров E. coli. Было показано, что гены репарации ДНК, принад-

лежащие оперону SOS, индуцировались при регидратации 

после лиофилизированного состояния. Это наблюдение 

было подтверждено UMU-хромотестом в Salmonella 

typhimurium, а также анализом ПЦР в реальном времени вы-

бранных генов SOS E. coli. Результаты Rosen et al. также 

показывают, что весь процесс лиофилизации, а не замора-

живание или высушивание по отдельности, способствует 

индукции повреждений ДНК [60]. 

Приведенные данные демонстрируют, что появление му-

таций в бактериальных популяциях, культивируемых в лабо-

раториях, являются широко распространенным явлением. 

Таким образом, для современной коллекционной деятель-

ности важным условием поддержания аутентичных свойств 

штаммов является создание условий в лаборатории, кото-

рые будут способствовать устранению мутантных клонов, 

что позволит повысить стабильность сохранения исходных 

свойств бактериальных культур.

Заключение

В настоящее время убедительно показана возможность 

изменения фенотипических и генотипических свойств бак-

териальных культур в коллекционных фондах в результате 

длительного хранения и культивирования. За редким исклю-

чением исследования механизмов их возникновения прово-

дятся на штаммах E. coli. При этом показано, что структура 

генома бактериальной культуры может оказывать значи-

тельное влияние на скорость накопления мутаций. 

Применяемые методы длительного хранения культур микро-

организмов сами по себе могут вызывать повреждения ДНК 

и приводить к накоплению мутаций в культурах, что может 

приводить к изменению фенотипических свойств микроор-

ганизмов. Поскольку возникновение мутаций в геномах 

живых организмов представляет собой фундаментальный 

процесс, связанный с их эволюцией и способностью приспо-

сабливаться к условиям окружающей среды, актуальная 

задача современной коллекционной деятельности фактиче-

ски заключается в остановке эволюции бактериальных куль-

тур в лабораторных условиях.
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Новое исследование обнаружило прямую и специфичную для пола связь 
между составом микробиома младенца и поведенческим здоровьем в раннем детстве

Предыдущие исследования установили связь между микробиомом кишеч-

ника и поведением, таким как депрессия, тревожность и синдром дефицита 

внимания с гиперактивностью. Но до сих пор практически не было данных о 

людях, на основе которых можно было бы охарактеризовать роль микробиома 

в младенчестве в отношении этих результатов у детей и того, как они могут 

различаться у мальчиков и девочек. Чтобы определить, связаны ли различия 

в микробиоме младенца с нейроповедением и различается ли это поведение 

у мальчиков и девочек, исследовательская группа использовала когортное 

исследование новорожденных. Исследователи проанализировали образцы 

стула у 260 младенцев в разные моменты времени – шесть недель, один год 

и два года. Это позволило им охарактеризовать виды микробов, присутствую-

щих в кишечнике каждого участника, и их функции. Затем они использовали систему  оценки поведения для детей. 

Установлено, что изменения микробиома происходят раньше, чем изменения в поведении. Обнаружено, что микробиомы 

младенцев и детей раннего возраста были связаны с нейроповеденческими структурами, такими как тревога, депрессия, 

гиперактивность и социальное поведение, в зависимости от времени и пола. Например, обнаружили, что увеличение раз-

нообразия кишечника было лучше для мальчиков, а это означает, что оно было связано с меньшим количеством форм по-

ведения, таких как тревога и депрессия, но не среди девочек. Установлены различия в социальном поведении с микробио-

мами, измеренными на более поздних стадиях, где были доказательства того, что разнообразие, опять же, может быть по-

лезным для мальчиков, но не для девочек. 

Хотя результаты не позволяют идентифицировать виды микробов, которые можно использовать для предотвращения раз-

вития у детей нейроповедения, такого как тревога или депрессия, полагают, что они послужат информацией для будущих 

исследований, которые помогут более глубоко изучить некоторые из полученных результатов.
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