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Бактериальные патогены и их токсины являются одними из главных причин заболеваний и существенно влияют на 
здоровье населения в стране и во всем мире. Современные методы обнаружения патогенов и токсинов различаются 
по специфичности, скорости реакции, чувствительности, точности и стоимости. Некоторые биоаналитические системы 
могут обнаруживать, анализировать и количественно определять наличие биологических агентов c высокой чувстви-
тельностью, но имеют недостаточную точность или скорость. Другие требуют слишком много времени для пробопод-
готовки и поэтому не могут быть использованы для экспресс-тестирования. 
В этом обзоре рассматриваются различные технологии обнаружения патогенов и токсинов для формирования под-
хода по разработке эффективных тест-систем, выявляющих патогенные микроорганизмы и белковые токсины. На 
основании проанализированных данных предполагается, что сочетание наномагнитной сепарации и петлевой изо-
термической амплификации (LAMP) является перспективным для выявления патогенных микроорганизмов и белко-
вых токсинов с максимальными показателями экспрессности, чувствительности и специфичности.
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Bacterial pathogens and bacterial toxins are the one of the main cause of disease and significantly affect the health people of 
all country in the world. Pathogen and toxin detection methods can vary in specificity, reaction speed, sensitivity, accuracy and 
cost. The some systems can detect, analyze and quantify the presence of biological agents with high sensitivity but have 
insufficient precision and rapidity. Other systems to require too match time for sample preparation and can’t use for express 
testing.
 This mini review discusses various technologies for the detection of pathogens and toxins to form an approach for the 
development of test systems. Based on the analyzed data, it is assumed that the combination of nanomagnetic separation and 
loop isothermal amplification (LAMP) is a promising system for the detection of pathogenic microorganisms and protein toxins 
with maximum rapidity, sensitivity, and specificity.
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Б
актериальные патогены и их токсины являются одними 

из главных причин заболеваний и существенно влияют 

на здоровье населения в стране и во всем мире. Поскольку 

в последнее время значительное количество людей постра-

дало от инфекций пищевого происхождения, пищевые пато-

гены являются актуальной проблемой здравоохранения в 

глобальном масштабе [1]. Основными бактериальными воз-

будителями пищевых инфекций являются патогенные штам-

мы Escherichia coli, Salmonella enterica, Campylobacter jejuni, 

Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes и Bacillus 

cereus. Особо опасным является возбудитель холеры Vibrio 

cholera, периодически вызывающий значительные эпиде-

мии, в ходе которых погибает множество людей. 

Точно оценить распространенность болезней пищевого 

происхождения в глобальном масштабе сложно, но известно 

[2], что каждый шестой житель США (или 48 млн человек) 

заболевает, а 3000 человек ежегодно умирают от пищевых 

инфекций. Высокий уровень этих болезней в странах с раз-

вивающейся экономикой создает серьезные проблемы и 

трудности в здравоохранении и в области безопасности пи-

щевых продуктов, поэтому важно уметь выявлять основных 

патогенов, чтобы контролировать болезни пищевого проис-

хождения.

Наряду с собственно патогенными бактериями большую 

роль в патогенезе играют бактериальные токсины, негатив-

но воздействующие на организм человека. Энтеротоксины 

А и В, вырабатываемые такими патогенами, как золотистый 

стафилококк,   являются частыми причинами острых пище-

вых отравлений. Патоген E. coli O157:H7 продуцирует шига-

подобные токсины 1 и 2, вызывающие дизентерию, геморра-

гический колит и гемолитико-уремический синдром. Listeria 

monocytogenes продуцирует экзотоксин – листериолизин О, 

который обладает гемолитической активностью. 

Липополисахариды (ЛПС) на внешней мембране грамотри-

цательных бактерий ряда патогенов также вносят суще-

ственный вклад в патогенез кишечных инфекций. 

Существует несколько традиционных методов обнаруже-

ния патогенов и токсинов, которые основаны на культивиро-

вании микроорганизмов на чашках с агаром. Все традицион-

ные методы трудоемки и требуют от 2–3 дней для получения 

первых результатов. Для определения конкретных возбуди-

телей микроорганизмов требуется до одной недели. Поэтому 

востребованы различные более быстрые и чувствительные 

методы обнаружения возбудителей. 

Наряду с микробиологическими методами используются 

и другие разнообразные подходы – это хорошо известные 

методы оценки по потреблению кислорода [3, 4], молекуляр-

но-генетические [5], иммунологические методы [6], атомно-

силовая микроскопия для идентификации клеточных фраг-

ментов [7] и идентификация бактерий по запаху (система 

искусственного носа) [7].

Методы обнаружения можно разделить на две основные 

группы: традиционные и различные сенсорные методы. 

Традиционные методы

Существует несколько методов обнаружения патогенов 

и эндотоксинов грамотрицательных бактерий или только 

самого эндотоксина. Обнаружение эндотоксина определя-

ется структурой ЛПС на внешней мембране грамотрица-

тельных бактерий. Базовая химическая структура ЛПС со-

стоит из четырех ковалентно связанных сегментов: поверх-

ностного углеводного полимера, центрального олигосаха-

рида с внутренней и внешней областью и ацилированного 

гликолипида. 

Методы обнаружения возбудителя

В традиционных методах обнаружение патогенов в основ-

ном зависит от точной идентификации микробиологических 

и биохимических компонентов. Существует три типа тради-

ционных методов: метод, основанный на иммунологии, 

метод подсчета колоний и метод полимеразной цепной ре-

акции (ПЦР) [9]. 

Метод культивирования дает точные результаты благо-

даря своей высокой селективности и чувствительности [10]. 

Этот процесс требует селективного посева, предваритель-

ного обогащения, селективного обогащения и идентифика-

ции, которые занимают несколько дней для получения ре-

зультатов. Этот метод обнаружения является трудоемким и 

длительным.

ПЦР является очень популярным методом обнаружения 

патогенов [11]. Для обнаружения патогенов доступны раз-

личные методы: ПЦР с обратной транскрипцией, с помощью 

которой можно определить даже живые бактериальные 

клетки [12], ПЦР в реальном времени [13] и мультиплексная 

ПЦР [14]. Однако для этого метода требуются дорогостоя-

щие инструменты, а амплификация, выделение и количе-

ственная оценка технологии ДНК делают его сложным для 

выполнения. Кроме того, для выполнения всей процедуры 

требуется обученный персонал.

Иммунологический метод широко используется для обна-

ружения патогенов [15]. Связи антиген–антитело использу-

ются для иммунологического обнаружения патогенов грамо-

трицательных бактерий. Этот метод был успешно использо-

ван для обнаружения Salmonella и E. coli. Иммуноферментный 

анализ [16], твердофазный флуоресцентный анализ (ELFA) 

[17], твердофазный иммуноферментный анализ (ELISA) [18], 

проточно-инъекционный иммуноанализ [19] и другие имму-

нологические методы [20] требуют меньше времени для под-

готовки анализа, чем метод культивирования. Однако обна-

ружение патогенов в режиме реального времени с помощью 

этого метода невозможно. 

Методы обнаружения эндотоксина

Методы, основанные на пирогенности для кролика, ис-

пользуются для обнаружения эндотоксинов и считаются 

традиционными. Управление по санитарному надзору за 

качеством пищевых продуктов и медикаментов США (FDA) 

одобрило их в качестве стандартных. В 1920 г. впервые был 

разработан пирогенный тест на кроликах. Тестовый рас-

твор вводят в тело кролика и некоторое время ждут изме-

нения температуры тела для обнаружения эндотоксина. 

Однако группа по защите прав животных выступила против 

использования этого метода, требуя прекратить убивать 

кроликов. Кроме того, метод является трудоемким и доро-

гостоящим. В настоящее время он теряет популярность, и 

используется только тест анализа крови мечехвоста, при 

котором образуются сгустки в результате воздействия эн-

дотоксинов [21]. 
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Методы на основе биосенсоров

Датчик измеряет физические и химические параметры 

объекта и преобразует их в электрический сигнал. Сенсоры – 

это своего рода преобразователи, которые преобразуют один 

вид сигнала в другой. Датчик может измерять большую часть 

физической активности, например температуру, влажность, 

ускорение, расстояние и многое другое. Биосенсор – это 

устройство, которое использует живые организмы или био-

логические молекулы для обнаружения химических веществ, 

присутствующих в живых организмах.

Распознавание достигается в процессе взаимодействия 

системы узнавания сенсора при связывании с целевым пато-

геном. В биосенсоры были введены различные биорецепто-

ры для повышения эффективности измерения. Биорецепторы 

играют важную роль в развитии биосенсоров, и различные 

типы биорецепторов обсуждаются в следующем разделе [22]. 

Обнаружение патогенов и токсинов на ранней стадии 

имеет решающее значение для предотвращения негативных 

последствий. Существуют различные методы их обнаруже-

ния. Обычные методы в основном основаны на лабораторных 

исследованиях и требуют много времени для обнаружения 

патогенов и токсинов. Было разработано много новых под-

ходов, таких как биосенсоры на основе электрохимических, 

оптических и наноматериалов. Каждый разработанный метод 

имеет свои преимущества и недостатки. Принятый метод 

должен быть надежным, точным и селективным к конкретно-

му патогену/токсину, а также достаточно быстрым для полу-

чения надежных результатов. 

Анализ вышеприведенных данных по выявлению патоген-

ных микроорганизмов и токсинов показал, что результат с 

максимальными показателями экспрессности, чувствитель-

ности и специфичности может быть достигнут при комбини-

ровании магнитной сепарации и метода петлевой изотерми-

ческой амплификации (LAMP).

Современные методы разделения (сепарирования) клеток 

являются важным инструментом в таких разнообразных об-

ластях биологических и биомедицинских исследований, как 

биодетекция, тестирование лекарств, тканевая инженерия, 

клеточная терапия и клиническая диагностика. Выделение 

клеточной популяции из гетерогенного образца позволяет 

идентифицировать, изучать и анализировать определенные 

типы клеток, уменьшая при этом загрязнение другими. При 

выборе стратегии разделения клеток необходимо учитывать 

множество критериев, в зависимости от способа применения 

и его требований и ограничений с точки зрения пропускной 

способности, чистоты, жизнеспособности извлеченных кле-

ток, выхода, маркировки, простоты использования, стоимо-

сти и времени обработки

Сортировка магнитно-активированных клеток (МАК) являет-

ся одним из наиболее широко используемых подходов к раз-

делению клеток, наряду с методами градиента плотности и 

методологиями, основанными на адгезии [23]. Сортировщики 

клеток представляют собой мощное оборудование, обеспечи-

вающее высокую скорость сортировки клеток (>50 000 клеток/с) 

и высокую чистоту (приближающуюся к 100%). Более того, со-

ртировщики клеток достаточно универсальны, поскольку по-

зволяют разделять клетки по их поверхностным маркерам, а 

также по размеру и зернистости на основе флуоресцентных 

свойств или рассеянного ими света. Метод применения магнит-

ных наночастиц (МНЧ) экономически эффективнее и быстрее 

многих традиционных методов выделения патогенов. 

Некоторые приложения, такие как иммуномагнитная сепара-

ция, использовались в нескольких анализах в сочетании с ме-

тодами ПЦР и биосенсорного анализа для быстрого определе-

ния концентрации бактерий. Однако отсутствие стандартиза-

ции МНЧ препятствует их использованию в настоящее время в 

качестве метода выделения пищевых патогенов. Хотя иммуно-

магнитная сепарация является наиболее изученным методом, 

ей все еще не хватает стандартизации и автоматизации, кото-

рые позволили бы широко ее использовать. 

Методы амплификации нуклеиновых кислот (НК) очень 

эффективно используются для диагностики различных ин-

фекционных заболеваний. Поскольку НК считаются важными 

биомаркерами заболеваний, опосредованных патогенами, 

методы обнаружения их присутствия обычно используются 

для точного обнаружения и идентификации возбудителя. 

ПЦР считается золотым стандартом в молекулярной диагно-

стике на основе НК. Методы изотермической амплификации 

были разработаны для обнаружения НК в клинических об-

разцах, чтобы обойти проблемы, связанные с обычной ПЦР 

[24]. Методы петлевой изотермической амплификации 

(LAMP) являются наиболее популярными методами для ам-

плификации и обнаружения НК [25]. Они базируются на ис-

пользовании трех пар праймеров для специфического связы-

вания с ДНК-мишенью в присутствии ДНК-полимеразы. 

LAMP доказала свое превосходство над ПЦР за счет специ-

фической амплификации ДНК-мишени даже при совместном 

присутствии нецелевых последовательностей, устраняя при 

этом необходимость в нескольких температурных циклах, 

длительном времени реакции и сложном лабораторном обо-

рудовании. За прошедшие годы был достигнут ряд успехов в 

повышении эффективности анализа LAMP. Комбинация 

LAMP с различными молекулярными подходами, такими как 

методы обнаружения в реальном времени и мультиплексные 

методы в сочетании с различными методами колориметриче-

ского и визуального обнаружения для легкой идентификации 

положительных образцов, обуславливает простой в эксплуа-

тации скрининг образцов [26]. 

С момента своего появления LAMP была одним из наибо-

лее широко применяемых методов амплификации в инстру-

ментах молекулярной диагностики. Было показано, что дан-

ный метод обнаруживает широкий спектр патогенов от про-

стой E. coli [27] до новейшего SARS-CoV-2 [28]. За последние 

время LAMP приобрела огромную популярность как быстрый 

и экономичный метод обнаружения возбудителей инфекци-

онных заболеваний. Из-за нехватки ресурсов и ограниченных 

лабораторных условий в этих областях LAMP оказалась рево-

люционным методом для мониторинга терапии, ранней диа-

гностики заболеваний и отслеживания контактов.

Сочетание МНЧ и LAMP может повысить потенциал чув-

ствительности определения патогенов при сочетании магни-

тофоретической хроматографии и изотермической ампли-

фикации нуклеиновых кислот.

В рамках НИОКР «Разработка экспрессных тест-систем, 

позволяющих выявлять патогенные биологические агенты за 

60 мин» (ЩИТ) совместное применение магнитоуправляемой 

сепарации и изотермической амплификации нуклеиновых 

кислот исследовано для патогенов V. cholerae и Brucella spp.
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Нуклеиновые кислоты из штаммов V. cholerae и Brucella 

spp. выделяли двумя способами: с предварительной пробо-

подготовкой на иммуномагнитных частицах с конъюгирован-

ными моноклональными антителами к поверхностным анти-

генам или без нее, для выделения ДНК использовали набор 

реагентов «РибоПреп» («ИнтерЛабСервис»). Для пробопод-

готовки Brucella spp. использовали магнитные частицы 

magFG11, для V. cholerae – magF8G12.

Для конструирования наномагнитных частиц были вы-

браны частицы размером 200 нм (Chemicell, Германия), 

поверхность которых содержит свободные карбоксильные 

группы. Антитела к антигенам исследуемых патогенов по-

лучали с помощью гибридомной технологии. Конъюгирова-

ние моноклональных антител проводили карбодиимидным 

методом через карбоксилированные магнитные частицы. 

Суть использования наномагнитных частиц состоит в том, 

чтобы увеличить концентрацию патогена в анализируе-

мом образце до уровня предела обнаружения метода де-

текции. Иммуномагнитная сепарация используется для 

улучшения чувствительности детекции патогена вместо 

культивирования микроорганизмов, которое может зани-

мать продолжительное время (18–72 ч). Магнитные части-

цы, связанные со специфическими антителами, селектив-

но захватывают детектируемый микроорганизм и способ-

ствуют удалению мешающих анализу примесей из слож-

ного образца.

Для изотермической амплификации возбудителей холе-

ры и бруцеллеза использовали наборы праймеров, которые 

направляют синтез фрагментов генов, специфических для 

данных микроорганизмов: ген-мишень для детекции возбу-

дителя холеры – ctxA, бруцеллеза – omp25.

В результате проведенного анализа установлено, что 

аналитическая чувствительность метода при сочетании маг-

нитоуправляемой сепарации и изотермической амплифика-

ции составила не менее 1 × 102 кл./мл V. cholerae и не менее 

1 × 103 кл./мл Brucella spp. Без предварительной пробоподго-

товки на наномагнитных частицах чувствительность анализа 

была на порядок ниже и не превышала 1 × 103 кл/мл для 

V. cholerae и 1 × 104 кл/мл для Brucella spp.
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Н о в о с т и  н а у к и

Как микроорганизмы, обнаруженные в нашем кишечнике, 
могут усугублять опасные инфекции Clostridioides difficile

Clostridioides (ранее Clostridium) difficile – это бактерия, которая может 

вызывать потенциально смертельные инфекции, особенно у пожилых 

людей и людей, длительно принимающих антибиотики. Инфекции харак-

теризуются диареей, тошнотой и лихорадкой. Возбудитель поражает 

более 350 тыс. американцев в год. После заражения пациенты склонны 

к повторному заражению. 

Исследователи из University of Virginia School of Medicine определили, 

что группа устойчивых к антибиотикам «условно-патогенных» энтерокок-

ков, обнаруженных в кишечнике, называемых энтерококками, может 

сделать C. difficile более мощным и опасным.

Энтерококки – это бактерии, которые сами по себе могут вызывать опасные инфекции, трудно поддающиеся лечению: 

менингит, инфекции мочевыводящих путей (которые могут быть очень серьезными у пожилых людей), болезненный дивер-

тикулит желудочно-кишечного тракта и др. 

Энтерококки продуцируют аминокислоты, в том числе лейцин и орнитин, что делает C. difficile более серьезной угрозой 

для пациентов, состав кишечника которых был нарушен антибиотиками.

Мощные компьютерные модели помогли исследователям понять и предсказать сложные изменения в кишечнике. 

Установлено, что энтерококки могут резко изменить метаболом в кишечнике, что в конечном итоге перепрограммирует 

клетки C. difficile и усилит их болезнетворное поведение.

Полагают, что, лучше поняв, как C. difficile взаимодействует с энтерококками и другими микроорганизмами в кишечнике, 

врачи смогут лучше бороться с этой распространенной и серьезной инфекцией.

Potentially deadly infection has dangerous ally lurking in our guts: Researchers reveal 

how gut bacteria put people at risk for severe C. difficile – ScienceDaily [Электронный ресурс]. 

URL: https://www.sciencedaily.com/releases/2022/12/221221105755.htm


