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Современные технологические 

платформы для разработки вакцин 

против опасных бактериальных 

инфекций (часть II)*

О
дной из целей федерального проекта 

«Санитарный щит страны – безопас-

ность для здоровья» является создание тех-

нологических платформ для быстрой разра-

ботки вакцинных препаратов против вновь 

возникающих и возвращающихся бактери-

альных инфекций.

Для ускорения процессов разработки 

предложена технология модульных вакцин 

(вакцинных платформ). Технология опирает-

ся на предварительно создаваемый «конструктор», включающий базовые носители (плат-

формы) на основе прототипов уже известных патогенов и модульные антигены. Наличие 

таких заранее приготовленных «конструкторов», чьи базовые носители и модульные анти-

гены успешно прошли фазу II клинических испытаний, может способствовать ускорению 

развертывания их производства.

Предлагаемый ФБУН ГНЦ ПМБ комплексный алгоритм ускоренной разработки и выпуска 

на коммерческий рынок бактериальных модульных вакцин против эмерджентных бактери-

альных инфекций с пандемическим потенциалом включает четыре взаимодополняющих 

технологических тренда (платформы): 

1) вакцины на основе «бактериальных теней» или везикул наружной мембраны;

2) живые прецизионно аттенуированные вакцины для преимущественно первичной имму-

низации на основе штаммов бактерий с геномами, отредактированными для снижения ток-

сигенности и аллергенности, а также векторные рекомбинантные вакцины;

3) субъединичные полисахаридные вакцины;

4) субъединичные белковые, в том числе микрокапсулированные, вакцины.

Для ускоренного создания конечных продуктов, разрабатываемых в рамках проекта, а 

также продуктов, которые будут созданы для решения проблем биологической безопасности 

в конкретных эпидемиологических условиях, необходимо наличие пилотной линии, позволя-

ющей в экспериментально-производственных условиях реализовать все четыре платформы 

разработки вакцинных препаратов. Это позволит в кратчайшие сроки оценить эффектив-

ность биотехнологических процессов получения вакцин, включая стабильность продуцентов, 

эффективность синтеза целевых продуктов, стабильность компонентов на стадии формиро-

вания готовой лекарственной формы.

Для ускоренного испытания разработанных прототипов вакцинных препаратов и их ком-

понентов в условиях острых опытов с высококонтагиозными патогенами необходимы поме-

щения с условиями высшей степени биологической защищенности (BSL-4) с испытательны-

ми стендами, позволяющими проводить исследования по вакцинации, заражению, лечению 

всех видов лабораторных животных (включая обезьян), в том числе в условиях использова-

ния аэрозолей. Наличие такого комплекса позволит в безопасных условиях оценить разра-

ботанные препараты, что особенно актуально при создании средств специфической профи-

лактики против принципиально новых возбудителей и патогенных биологических агентов, 

отличающихся повышенной вирулентностью и контагиозностью.

*Часть I опубликована в журнале «Бактериология» 2022; 7(2): 5-7. 
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 Обоснование платформы «Вакцины на основе «бактериальных теней» 

и/или везикул наружной мембраны»

«Бактериальные тени» (БТ) представляют собой неповрежденные клеточные стенки грам-

отрицательных бактерий, не содержащие цитоплазмы и ее составляющих, сохраняющие 

трехмерную клеточную структуру исходного микроба и образующиеся под воздействием 

формирующего в клеточной стенке тоннели белка E бактериофага ϕX174 или других щадя-

щих биологических или химических факторов, ведущих к истечению из клетки цитоплазма-

тического содержимого. Разработанные как альтернативно инактивированные вакцины с 

повышенной безопасностью, БТ могут быть использованы и в качестве эффективных носи-

телей, способных одновременно повышать иммуногенность нескольких интактных антигенов.

На сегодняшний день БТ успешно получены на моделях Salmonella typhimurium, Salmonella 

enterica, Vibrio cholerae, Pectobacterium cypripedii, Helicobacter pylori, Actinobacillus 

pleuropneumoniae, Haemophilus influenzae, Brucella, Aeromonas hydrophila, Vibrio 

parahaemolyticus, Pasteurella multocida, Bordetella bronchiseptica, Yersinia enterocolitica и 

Yersinia pestis.

Создание набора «литических» плазмид подразумевает конструирование способных ре-

плицироваться в выбранном микроорганизме в небольшом количестве копий на клетку 

плазмидных векторов, несущих промоторы со строгим контролем индукции в данном микро-

организме и кассеты генов литических белков бактериофагов (гена белка E фага ϕX174, 

генов белков S, R и Rz фага λ и т.п.) Векторы, используемые для этих целей, должны быть 

построены модульным способом, чтобы обеспечить будущие адаптации. 

Схема производства бактериальных теней состоит из ряда стадий: 

•  посев стартовой культуры,

•  посев культуры в ферментер,

•  выращивание культуры до экспоненциальной стадии роста,

•  индукция лизиса культуры, 

•  индукция гена неспецифической нуклеазы для расщепления нуклеиновых кислот (до-

полнительная инактивация выживших клеток, удаление нуклеиновых кислот для предот-

вращения рекомбинации, снижение вязкости культуры),

•  сбор и концентрирование лизированной культуры,

•  инактивация следовых количеств жизнеспособных клеток обработкой антибиотиком или 

β-пропиолактоном,

•  отмывка бактериальных теней от компонентов среды, цитоплазматического содержимо-

го и инактивирующих агентов. Концентрирование препарата бактериальных теней.

•  контроль отсутствия в препарате нуклеиновых кислот,

•  добавление дополнительных компонентов (антигены, адъюванты, криопротекторы, ста-

билизаторы и т.п.),

•  фасовка и лиофилизация готового вакцинного препарата,

•  заключительный контроль на стерильность и способность к суспендированию.

Этапами непосредственной разработки кандидатной вакцины в рамках технологического 

тренда «везикулы внешней мембраны» являются: 

•  полногеномное секвенирование нового возбудителя;

•  определение таксономической принадлежности нового возбудителя. Определение мето-

дами обратной вакцинологии предположительных протективных антигенов, факторов 

патогенности и аллергенов данного возбудителя;

•  оптимизация везикулообразования на модели прототипа нового патогена методами ре-

дактирования генома;

•  отработка условий культивирования, обеспечивающих максимальный выход везикул;

•  отработка условий инактивации следовых количеств жизнеспособных клеток;

•  отработка условий конъюгирования модульных протективных антигенов с носителем – 

везикулами аттенуированного прототипного патогена;

•  отработка условий контроля стерильности готового препарата (лабораторный и опытно-

промышленный регламент).

 Обоснование выбора платформы «Живые прецизионно аттенуированные вакцины, 

а также векторные рекомбинантные вакцины»

Конструирование аттенуированных штаммов патогенных микроорганизмов, пригодных 

для использования в качестве живых вакцин, за четыре месяца не представляется возмож-

ным без предварительных фундаментальных/поисковых исследований патогенов.
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Использование методов генной инженерии позволяет идентифицировать и делетировать 

гены, необходимые для патогенности микроорганизмов, позволяя аттенуировать исходные 

штаммы, не способные далее к реверсии к вирулентной форме. 

Для доставки гетерологичных антигенов описано использование различных серотипов 

S. enterica (серовары Typhi и Typhimurium), Listeria monocytogenes, штаммов Lactobacillus, 

Bordetella pertussis, Streptococcus gordonii, холерного вибриона, Mycobacterium bovis (BCG), 

Y. enterocolitica, Shigella flexnery, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis и Mycobacterium 

smegmatis.

Алгоритм разработки кандидатной вакцины в рамках технологического тренда «живые 

вакцины на основе аттенуированных прототипов патогенов» состоит на предварительном 

этапе из: 

•  создания коллекции эпидемически значимых штаммов и их всестороннего исследования 

с полногеномным секвенированием; 

•  подбора питательных сред и условий культивирования эпидемически значимых штам-

мов; 

•  создания аттенуированных векторных бактериальных штаммов с использованием со-

временных генно-инженерных подходов, включая методы аллельного обмена и геномно-

го редактирования; 

•  проверки биологических свойств полученных штаммов с использованием широкого 

спектра лабораторных моделей.

При непосредственной разработке прототипа вакцины на основе клинического материала 

необходимы: 

•  экспресс-тестирование клинического материала и одновременное проведение микро-

биологических исследований с выделением чистой культуры возбудителя; 

•  серологические исследования, выбор экспериментальной модели животных, полноге-

номное секвенирование выделенных штаммов-возбудителей заболевания с биоинфор-

мационным анализом секвенированных геномов; 

•  выбор потенциальных протективных антигенов, перспективных для использования в со-

ставе бактериальных живых платформ с использованием методологии обратной вакци-

нологии; 

•  конструирование штаммов – продуцентов потенциально протективных антигенов эпиде-

мически значимых штаммов; 

•  поиск и адаптация эффективных векторных плазмид и штаммов-реципиентов;

•  аналитическая и препаративная наработка рекомбинантных белков в клетках штаммов 

продуцентов; 

•  иммуно-биохимические исследования рекомбинантных белков; 

•  получение поли- и моноклональных антител; 

•  исследование взаимодействия антител с целевыми бактериальными штаммами;

•  конструирование бактериальных живых рекомбинантных вакцин на основе бактериаль-

ных векторных штаммов; 

•  оптимизация экспрессии гетерологичных генов, кодирующих протективные антигены в 

клетках бактериальных векторных штаммов; 

•  изучение иммунобиохимических и протективных свойств созданных рекомбинантных 

штаммов, определение их вирулентности, реактогенности, адьювантных свойств и про-

тективности на экспериментальных моделях животных в зависимости от способов за-

ражения; 

•  оптимизация технологии культивирования, концентрирования и сушки препаратов 

живых рекомбинантных вакцин на основе бактериальных живых платформ.

Обоснование выбора платформы «Субъединичные полисахаридные вакцины»

Липополисахариды (ЛПС) являются основными протективными антигенами грамотрица-

тельных бактерий, но использование их в качестве компонентов вакцин ограничено в силу 

высокой эндотоксичности. Химическая модификация или редактирование генома позволя-

ют получать апирогенные низкоэндотоксичные липополисахариды (детоксицированные 

ЛПС) из грамотрицательных бактерий (Escherichia coli (O157, O104), Shigella sonnei, Shigella 

flexneri), обладающие высокой протективностью и безопасные для парентерального введе-

ния человеку, что создает основу для формирования технологического тренда по разработ-

ке полисахаридных вакцин против инфекций, вызываемых грамотрицательными бактерия-

ми (в том числе: Salmonella spp., Escherichia spp., Shigella spp., Bordetella spp., Haemophilus 
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spp., Neisseria spp., Campylobacter spp., Vibrio spp., Klebsiella spp., Chlamydya spp., 

Corynobacterium spp.).

Алгоритм разработки кандидатной вакцины в рамках технологического тренда «субъеди-

ничные полисахаридные вакцины» состоит из: 

•  создания банка аттенуированных штаммов-продуцентов и детоксицированных (низкоэн-

дотоксичных) липополисахаридов; 

•  отработки технологии получения детоксицированных (низкоэндотоксичных) липополиса-

харидов на аттенуированных продуцентах из различных таксономических групп (лабора-

торный и опытно-промышленный регламент); 

•  проведения доклинических и клинических испытаний (I–II фаза) готовых лиофилизиро-

ванных препаратов детоксицированных (низкоэндотоксичных) ЛПС.

Этапы непосредственной разработки включают: 

•  полногеномное секвенирование нового возбудителя; определение его таксономической 

принадлежности; 

•  исследования по аппаратурному и биопроцессному обеспечению выращивания в жидкой 

питательной среде культур штаммов грамотрицательных бактерий (подобранные пита-

тельные среды, отработанные режимы культивирования, режимы инактивации бактери-

альной массы); 

•  разработку технологии выделения и очистки детоксицированных (низкоэндотоксичных) 

препаратов ЛПС из штаммов грамотрицательных бактерий (выделение из бакмассы на-

тивных ЛПС по методу Westphal, обработка нативных препаратов ДНКазой и РНКазой, 

ультрацентрифугирование, анализ химической структуры, лиофилизация препаратов, 

мягкий щелочной гидролиз нативных ЛПС); 

•  подтверждение эффективности процессов очистки с помощью химических методов кон-

троля препарата, верификации мЛПС по структуре; 

•  изучение безвредности, иммуногенности и протективности низкоэндотоксичных препа-

ратов ЛПС; 

•  проверку безвредности на кроликах и мышах, иммунизацию мышей, изучение серокон-

версии в реакции иммуноферментного анализа (ИФА), изучение протективности на 

мышиных моделях – септической и колонизационной.

Обоснование выбора платформа «Субъединичные белковые вакцины»

Субъединичные вакцины конструируют на основе рекомбинатных и/или химически очи-

щенных высокоиммуногенных протективных антигенов. В субъединичных вакцинах исполь-

зуются только специфические фрагменты (субъединицы) бактерий, которые иммунная си-

стема должна распознать. Они не содержат цельных микроорганизмов, за счет чего в них не 

содержатся балластные непротективные антигены, риск возникновения побочных эффектов 

при использовании незначителен. Типичными представителями этой группы иммунопрофи-

лактических препаратов являются токсоидные вакцины. Поиск новых протективных антиге-

нов в настоящее время проводят с помощью обратной вакцинологии, основная идея которой 

заключается в скрининге генома патогена с использованием биоинформатических подходов 

для поиска генов, кодирующих потенциально протективные антигены. Недостатком этого 

типа вакцин является то, что специфические антигены, используемые в субъединичной вак-

цине, могут не включать патоген-ассоциированных паттернов, распознаваемых иммунной 

системой хозяина. Кроме того, иммунный ответ на субъединичные вакцины может быть 

опосредован только антителами, без участия клеточного иммунитета, и, как следствие, быть 

слабее, чем у вакцин других типов. Для усиления иммунного ответа в состав субъединичных 

вакцин вводят адъюванты и/или проводят бустерные иммунизации.

Микрокапсулированные вакцины созданы на основе инкапсуляции антигенов, антигенных 

эпитопов и корпускулярных носителей антигенов  – вирусных частиц, бактериальных кле-

ток – в частицы, способные защитить их от деградации в тканях организма реципиента, до-

ставить к иммунокомпетентным клеткам и создать депо антигена в организме. Для получе-

ния таких вакцин используются биодеградируемые носители (микрокапсулы, микро- и на-

носферы, микро- и наночастицы) с различной заданной скоростью распада под действием 

ферментативных систем органов и тканей. В зависимости от назначения микро(нано-)капсу-

лированного вакцинного препарата и вида антигенов размер носителя может варьировать от 

десятков нанометров до десятков и сотен микрометров. Известны и активно используются 

носители из гидрофобных (полилактид, полилактид-когликолид, липиды и др.) и гидрофиль-

ных (полисахариды, белки, кремнеземы и др.) материалов. Их общим свойством является 
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нетоксичность для макроорганизма как самих этих веществ, так и продуктов их распада. 

Например, полилактид-когликолид распадается в организме на молочную и гликолевую кис-

лоты, участвующие в нормальном метаболизме, а липиды из оболочек липосом способны 

включаться в мембраны клеток макроорганизма.

Важным свойством микрокапсулированных вакцинных препаратов является их адаптация 

под конкретный способ введения, который может быть любым (парентерально, орально, 

интраназально и пр.). Также препарат может быть нацелен на конкретный орган (кишечник, 

селезенка, лимфоузлы и т.п.).

В экспериментальных условиях испытано несколько десятков таких вакцин. С помощью 

микросфер можно проводить комплексную вакцинацию против нескольких инфекций одно-

временно: каждая капсула может содержать несколько антигенов, а для иммунизации можно 

брать смесь различных микрокапсул. Таким образом, микрокапсулирование позволяет зна-

чительно сократить количество инъекций при вакцинации. Кроме того, сами микрокапсулы 

обладают выраженным адъювантным действием по причине как их корпускулярной приро-

ды, имитирующей естественные патогены, так и специфического химического строения. Это 

позволяет уменьшить дозы вводимых антигенов.

При реализации алгоритма разработки кандидатной вакцины в рамках технологическогой 

платформы «Субъединичные белковые вакцины», предварительные этапы разработок свя-

заны с: 

•  созданием коллекции штаммов-продуцентов и плазмид для клонирования и экспрессии 

генов рекомбинантных белков; 

•  отработкой технологии клонирования экспрессии, выделения и очистки рекомбинантных 

белков; 

•  выбором технологии микро(нано-)капсулирования для создания конкретного вакцинного 

препарата.

Этапы непосредственной разработки: 

•  полногеномное секвенирование нового возбудителя, поиск открытых рамок считывания, 

аннотация генома, определение таксономической принадлежности нового возбудителя; 

•  определение методами обратной вакцинологии предположительных протективных анти-

генов, факторов патогенности и аллергенов данного возбудителя; 

•  выбор перспективных кандидатов для клонирования; 

•  расчет и синтез праймеров для клонирования генов выбранных белков;

•  клонирование генов выбранных белков в экспрессирующих векторах;

•  наработка рекомбинантных белков; 

•  иммунизация мышей рекомбинантными белками; 

•  получение иммунных сывороток; 

•  оценка иммуногенности белков методами ИФА, Вестерн-блота, проточной цитофлуори-

метрии; 

•  исследования in vitro и in vivo; 

•  идентификация антигенов; 

•  наработка препаративных количеств антигенов; 

•  подбор адъювантов, криопротекторов, стабилизаторов.

В заключение следует отметить, что несмотря на бурное развитие молекулярно-биологи-

ческих методов, генно-инженерных подходов, методов иммунохимического анализа, созда-

ние эффективных вакцин против бактериальных патогенов является сложной задачей, ре-

шение которой для каждой нозологической формы инфекционного заболевания связано с 

глубокими фундаментальными исследованиями процессов иммунопатогенеза при взаимо-

действии «патоген–хозяин» и оптимальным выбором технологической платформы для раз-

работки средств специфической профилактики или сочетания различных платформ.

Директор ФБУН «Государственный научный центр 

прикладной микробиологии и биотехнологии» 

Роспотребнадзора, академик РАН 

И.А.Дятлов 
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Генетическое разнообразие и патогенный 

потенциал Legionella pneumophila, 

выделенных на отдельных территориях 

Российской Федерации

Э.А.Светоч, Н.К.Фурсова, Е.И.Асташкин, Б.В.Ерусланов, И.П.Мицевич, Н.Н.Карцев, 

А.В.Попова, О.В.Коробова, И.А.Дятлов 

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Изучены фено- и генотипические свойства 39 изолятов Legionella pneumophila, выделенных из образцов воды систем 
горячего водоснабжения общественных зданий г. Сочи (n = 33) и шести других городов России (n = 6). Все 39 изолятов 
имели типичные культурально-морфологические и ферментативные свойства, образовывали биопленки, были чув-
ствительными к антибиотикам и принадлежали к серогруппам 1 и 2–14. Изоляты серогруппы 1 были вирулентными 
для морских свинок. Выделенные в г. Сочи легионеллы принадлежали к 8 сиквенс-типам (ST) и 9 RAPD-генотипам. 
Идентифицированы как ранее описанные в России ST1 и ST87, так и новые для страны сиквенс-типы: ST366, ST1324, 
ST1326, ST1354, ST1376 и ST1434. Доминирующими сиквенс-типами были ST1, ST366 и ST87: они были выделены в 
13 из 15 зданий (87% случаев); 5 минорных ST были выделены в 20% зданий. Большинство изолятов содержали в 
своих геномах пять генов вирулентности: lvh, rtx, hsp60, dot и mip, за исключением изолятов ST1326 и ST1354, которые 
несли 4 гена вирулентности – rtx, hsp60, dot и mip. Выделенные в других городах России L. pneumophila принадлежали 
к сиквенс-типам ST1, ST366, ST252 и к новому ST2813. Легионеллы наиболее распространенного в мире сиквенс-типа 
ST1 серогруппы 1 характеризовались наиболее выраженной способностью к биопленкообразованию.
Представленные в работе данные показывают, что мониторинг L. pneumophila в образцах воды систем горячего водо-
снабжения, изучение принадлежности их к серогруппам и сиквенс-типам позволяют с большей вероятностью оценить 
патогенный потенциал выделенных легионелл и провести необходимые мероприятия по их элиминации из водных 
источников, предупредив тем самым возможное заражение человека.
Ключевые слова: Legionella pneumophila, сиквенс-типы, гены вирулентности, биопленки

Для цитирования: Светоч Э.А., Фурсова Н.К., Асташкин Е.И., Ерусланов Б.В., Мицевич И.П., Карцев Н.Н., Попова А.В., Коробова О.В., 
Дятлов И.А. Генетическое разнообразие и патогенный потенциал Legionella pneumophila, выделенных на отдельных территориях Российской 
Федерации. Бактериология. 2022; 7(4): 10–23. DOI: 10.20953/2500-1027-2022-4-10-23

Genetic diversity and pathogenic potential 
of Legionella pneumophila isolated in certain territories 
of Russian Federation

E.A.Svetoch, N.K.Fursova, E.I.Astashkin, B.V.Yeruslanov, I.P.Mitsevich, N.N.Kartsev, 

A.V.Popova, O.V.Korobova, I.A.Dyatlov

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow Region, 

Russian Federation

In this work, we studied the phenotypic and genotypic properties of 39 Legionella pneumophila isolates isolated from water 
samples of hot water supply systems of public buildings in Sochi (n = 33) and six other cities of Russian Federation (n = 6). All 
39 isolates had typical cultural-morphological and enzymatic properties, formed biofilms, were sensitive to antibiotics and 
belonged to serogroups 1 and 2–14. Isolates of the serogroup 1 were virulent in guinea pigs. Legionella isolated in Sochi 
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belonged to 8 sequence types (STs) and 9 RAPD genotypes. Previously described in Russian Federation ST1 and ST87 and 
novel sequence types for the country – ST366, ST1324, ST1326, ST1354, ST1376, and ST1434 – were identified in the study. 
The dominant sequence types were ST1, ST366 and ST87; they were identified in 13 out of 15 buildings, i.e. in 87% of cases; 
5 minor STs were allocated in 20% of the buildings. Major isolates contained five virulence genes in their genomes: lvh, rtx, 
hsp60, dot, and mip, with the exception of isolates ST1326 and ST1354, which carried 4 virulence genes – rtx, hsp60, dot, and 
mip. L. pneumophila isolated in other cities of the Russian Federation belonged to sequence types ST1, ST366, ST252, and to 
the new ST2813. Legionella of the most common ST1 sequence type in the world, serogroup 1, they were characterized by the 
greatest ability to biofilm formation.
The data presented in the work show that monitoring L. pneumophila in water samples of hot water supply systems, studying 
their belonging to serogroups and sequence types makes it possible to more likely assess the pathogenic potential of isolated 
Legionella and take the necessary measures to eliminate them from water sources, thereby preventing possible human 
infection.
Key words: Legionella pneumophila, sequence-type, virulence genes, biofilm

For citation: Svetoch E.A., Fursova N.K., Astashkin E.I., Yeruslanov B.V., Mitsevich I.P., Kartsev N.N., Popova A.V., Korobova O.V., Dyatlov I.A. Genetic 
diversity and pathogenic potential of Legionella pneumophila isolated in certain territories of Russian Federation. Bacteriology. 2022; 7(4): 10–23. (In 
Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2022-4-10-23

Л
егионеллезная инфекция (болезнь легионеров), 

известная уже более 30 лет, регистрируется во многих 

странах мира, в том числе в Российской Федерации (РВ), и 

по-прежнему представляет серьезную угрозу для обще-

ственного здравоохранения [1]. Инфекция может протекать 

в виде как спорадических случаев, так и крупных эпидеми-

ческих вспышек [2]. Крупная и пока единственная вспышка 

легионеллеза в РФ произошла в 2007 г. в г. Верхняя Пышма 

Свердловской области (Уральский федеральный округ 

(УФО)), во время которой заболело более 100 человек, 5 из 

них умерло [3].

Основной возбудитель легионеллеза – Legionella 

pneumophila, представитель рода Legionella, насчитывающе-

го на сегодня 50 видов, подавляющее большинство из кото-

рых циркулирует в природной среде и непатогенны для че-

ловека [4]. Бактерии вида L. pneumophila являются причиной 

легионеллеза приблизительно в 9 %, в 10% случаев болезнь 

могут вызывать виды L. micdadei, L. longbeachae, L. dunoffii, 

L. bozemanii и др. [5]. Вид L. pneumophila включает в себя 

15 серогрупп, среди которых доминирующая роль в этиоло-

гии легионеллеза принадлежит серогруппе 1. С этой серо-

группой связывают до 80% случаев всех форм легионеллез-

ной инфекции: внебольничной, внутрибольничной и легио-

неллеза путешественников [6]. Отличительной биологиче-

ской особенностью серогруппы 1 является вирулентность 

для морских свинок – экспериментальной модели, на кото-

рой лучше всего воспроизводятся картина легионеллезной 

пневмонии и патогенез инфекции, во многом напоминаю-

щие аналогичные патологические процессы при легионел-

лезе человека [7]. L. pneumophila серогрупп 2–15 в основном 

вызывают внутрибольничную инфекцию, поражая преиму-

щественно иммунокомпрометированных пациентов, неред-

ко вызывая у них летальный исход [8]. Легионеллы серо-

групп 2–15, в отличие от серогруппы 1, непатогенны для 

морских свинок [9].

Успех профилактики легионеллезной инфекции во мно-

гом зависит от проведения систематического мониторинга 

легионелл в естественных и искусственных, создаваемых 

человеком, водных системах, благоприятных для персисти-

рования и размножения микроба, а также от оценки патоген-

ного потенциала выделяемых из водной среды легионелл 

[10]. Особого внимания заслуживают искусственные водные 

системы, в которых, в отличие от большинства природных, 

концентрация легионелл может достигать опасного для че-

ловека уровня [11]. Важную роль в поддержании высоких 

концентраций патогена в искусственных водных системах 

играет способность легионелл образовывать биопленки, в 

составе которых микроб проявляет большую устойчивость к 

повреждающим факторам, в том числе к температуре, де-

зинфектантам и антибиотикам [12]. Образование аэрозолей 

из водных источников с эпидемически значимой концентра-

цией возбудителя и их аспирация являются основной при-

чиной легионеллезной инфекции у человека.

Для оценки потенциальной опасности для человека изо-

лятов L. pneumophila, выделяемых из водных систем, у них 

изучают фенотипические свойства, включая принадлеж-

ность к серогруппе, чувствительность к антибиотикам, спо-

собность к образованию биопленок, вирулентность для ла-

бораторных животных. Кроме того, в их геномах исследуют 

наличие детерминант вирулентности, важных для возбуди-

теля болезни легионеров, и определяют сиквенс-тип (ST) 

[European Guidelines, 2012]. К наиболее известным генам 

вирулентности, используемым исследователями для оценки 

патогенного потенциала легионелл, относят локусы dot и lvh, 

кодирующие компоненты системы секреции IV типа, важной 

для размножения патогена внутри клеток макроорганизма 

[13]; локус rtx, кодирующий белки, участвующие в процессах 

адгезии, цитотоксичности и формировании пор [14]; ген 

hsp60, который контролирует синтез 60 кДа белка теплового 

шока (Hsp60), способствующего инвазии легионелл и стиму-

лирующего экспрессию цитокинов макрофагами [15]. Кроме 

того, исследуют ген mip, кодирующий 24 кД белок внешней 

мембраны «macrophage infectivity potentiator», который име-

ется у всех видов рода Legionella и обеспечивает их выжива-

ние в клетке-хозяине [16]. В ряде работ, кроме перечислен-

ных выше, исследуются и другие гены вирулентности легио-

нелл [17, 18].

Определение сиквенс-типа у L. pneumophila на основании 

мультилокусного секвенирования генов «домашнего хозяй-

ства» (MLST), контролирующих отдельные звенья метабо-

лизма в клетках, позволяет исследователю выявлять не 

только генетическое разнообразие легионелл, выделяемых 

из клинического материала и объектов внешней среды, но и 

оценить их эпидемическую значимость для человека, ис-

пользуя для этого сведения о сиквенс-типах, представлен-

ных в базе данных по sbt-типированию (Sequence-Based 
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Typing). Сиквенс-типирование L. pneumophila в сочетании с 

определением их принадлежности к серологической группе 

в настоящее время считается диагностическим референс-

стандартом при расследовании этиологической причины 

вспышек легионеллезной инфекции [19]. Дальнейшее нако-

пление данных о сиквенс-типах, выделяемых из клиническо-

го материала, будет способствовать выявлению наиболее 

опасных для человека генетических линий возбудителя, 

циркулирующих в определенных географических регионах. 

Это также, возможно, позволит установить связь между сик-

венс-типом возбудителя и тяжестью течения вызываемого 

им заболевания.

Цель исследования – молекулярно-генетическая и фено-

типическая характеристика изолятов L. pneumophila, выде-

ленных в 2014 г. из образцов воды систем горячего водо-

снабжения зданий общественного назначения г. Сочи и 

других городов РФ, оценка потенциальной опасности их для 

человека; обобщение литературных данных по разнообра-

зию сиквенс-типов L. pneumophila, выделенных за все время 

наблюдений в РФ, с 2005 по 2019 г. 

Материалы и методы

Изоляты Legionella pneumophila

Основная часть изолятов (n = 33) была выделена при 

нашем участии в январе–феврале 2014 г. в г. Сочи (Южный 

федеральный округ (ЮФО)) из образцов воды систем горя-

чего водоснабжения 15 зданий общественного назначения. 

Остальные изоляты легионелл (n = 6) были выделены в 

2016 г. в Ростове-на-Дону (ЮФО) (n = 2), Калининграде 

(Северо-Западный федеральный округ (СЗФО)) (n = 1), 

Санкт-Петербурге (СЗФО) (n = 1), Мурманске (СЗФО) (n = 1) 

и Хабаровске (Дальневосточный федеральный округ 

(ДВФО)) (n = 1). Все изоляты хранятся в Государственной 

коллекции патогенных микроорганизмов и клеточных куль-

тур ФБУН ГНЦ ПМБ (ГКПМ-Оболенск) в лиофильно высу-

шенном состоянии (табл. 1).

Видовая идентификация L. pneumophila была подтверж-

дена в реакции латекс-агглютинации со специфичными диа-

гностикумами (Oxoid, Англия), ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск, 

РФ), на масс-спектрометре MALDI-TOF (Bruker, Германия) и 

в полимеразной цепной реакции (ПЦР) в режиме реального 

времени со специфичными праймерами («Амплисенс», 

Москва, РФ). Выращивали культуры на легионелбакагаре 

(ЛБА) с ростовыми добавками (ГНЦ ПМБ, Оболенск, РФ) в 

атмосфере 2,5% СО2 при температуре 37°С в течение 

24–48 ч. 

Определение ферментативной активности

Каталазную и оксидазную активность, способность рас-

щеплять гиппурат натрия, желатину, сбраживать углеводы, 

вызывать аутофлюоресценцию и образовывать коричневый 

пигмент на среде, содержащий тирозин, продуцировать 

β-лактамазу изучали у изолятов L. pneumophila методами, 

опубликованными в работах [20, 21]. 

Определение биопленкообразования

Способность изолятов L. pneumophila формировать моно-

биопленки в условиях in vitro определяли по методу, описан-

Таблица 1. Изоляты L. pneumophila и источники их выделения
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366* кран 60 20.01.2014 Сочи, №1, отель

1 кран 41 21.01.2014 Сочи, №2, отель

1 душевой рожок 43 23.01.2014 Сочи, №3, аэропорт

1 душевой рожок 55 23.01.2014 Сочи, №4, санаторий

366* кран 1 60 24.01.2014 Сочи, №5, санаторий

366* кран 2 50 24.01.2014 Сочи, №5, санаторий

366* кран 3 45 24.01.2014 Сочи, №5, санаторий

366* кран 4 50 24.01.2014 Сочи, №5, санаторий

366* кран 5 45 24.01.2014 Сочи, №5, санаторий

1324 кран 1 55 25.01.2014 Сочи, №6, отель

1434 кран 2 55 25.01.2014 Сочи, №6, отель

1324 душевой рожок 56 25.01.2014 Сочи, №6, отель

1326 кран 4 52 27.01.2014 Сочи, №7, отель

1326 душевой рожок 53 27.01.2014 Сочи, №7, отель

1326 кран 1 52 27.01.2014 Сочи, №7, отель

1326 кран 2 52 27.01.2014 Сочи, №7, отель

1326 кран 3 50 27.01.2014 Сочи, №7, отель

1326 душевой рожок 50 27.01.2014 Сочи, №7, отель

1 кран 1 62 30.01.2014 Сочи, №8, отель

1 кран 2 60 30.01.2014 Сочи, №8, отель

366* кран 57 28.01.2014 Сочи, №9, санаторий

87 душевой рожок 52 28.01.2014 Сочи, №9, санаторий

87 кран 1 28 29.01.2014 Сочи, №11, отель

87 кран 2 53 13.02.2014г. Сочи, №11, отель

1354 кран 5 53 31.01.2014 Сочи, №12, база отдыха

1354 кран 3 53 31.01.2014 Сочи, №12, база отдыха

1354 душевой рожок 53 31.01.2014 Сочи, №12, база отдыха

366* кран 4 53 31.01.2014  Сочи, №12, база отдыха

1354 кран 1 52 31.01.2014 Сочи, №12, база отдыха

87 кран 2 55 10.02.2014 Сочи, №12, база отдыха

366* кран 52 31.01.2014  Сочи, №13, база отдыха

1 кран 3 33 03.012.2014 Сочи, №14, дворец спорта

1376 кран 3 50 03.02.2014 Сочи, №15

New кран н/д н/д Мурманск

2813 кран н/д н/д Ростов-на-Дону

366* кран н/д н/д Хабаровск

252 кран н/д н/д Калининград

1 душевой рожок н/д н/д Санкт-Петербург

3М 2-14 1 н/д Ростов-на-Дону

АТСС 
33152

1 36 2013 LGS STANDARTS, 
England
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ному Карповой Т.И. с соавт. [22]. Культуру L. pneumophila 

выращивали на среде ЛБА с цистеином в течение 48 ч при 

температуре 37°С, готовили микробную суспензию с концен-

трацией примерно 109 м.к. (по Мак-Фарланду) в стерильном 

физиологическом растворе. По 0,1 мл приготовленной су-

спензии вносили в 0,1 мл протеозопептонного бульона, раз-

литого в лунки планшета для иммунологических исследова-

ний (по 4 лунки каждого штамма). Планшеты с содержимым 

инкубировали в течение 96 ч при температуре 28°С. Затем 

содержимое лунок осторожно удаляли, лунки дважды про-

мывали дистиллированной водой и добавляли в них 150 мкл 

дистиллированной воды и 15 мкл 1%-го спиртового раство-

ра кристаллвиолета. Планшеты с содержимым инкубирова-

ли при температуре 20°С в течение 45 мин. Далее краситель 

удаляли, лунки дважды промывали дистиллированной 

водой. В отмытые от несвязавшейся краски лунки вносили 

по 0,2 мл этилового спирта и выдерживали в течение 45 мин 

при комнатной температуре. Интенсивность окрашивания 

спирта в лунках оценивали на фотометре Multiskan EX 

(Thermo, Голландия) при длине волны 540 нм. Эксперимент 

повторяли трижды. Средние арифметические значения оп-

тической плотности окрашенного спирта обрабатывали по 

программе ANOVA в MS Excel.

Степень биопленкообразования оценивали относительно 

контрольных лунок планшета без культуры микроорганизма 

по критериям Rodrigues et al., 2010 [23]: отсутствие биоплен-

ки при ODт ≤ ODк, слабое биопленкообразование при 

ODк < ODт ≤ 2 × ODк; средняя степень биопленкообразования 

при 2 × ODк < ODт ≤ 4 × ODк; сильно выраженное биопленко-

образование при 4 × ODк < ODт, где ODт – оптическая плот-

ность тестируемого образца, ODк – оптическая плотность 

контрольного образца.

 Определение чувствительности 

к антимикробным препаратам

Чувствительность легионелл к антимикробным препара-

там шести функциональных групп – макролидам, фторхино-

лонам, рифампинам, тетрациклинам, карбапенемам, фени-

колам – определяли диско-диффузионным методом. 

Полученные результаты интерпретировали в соответствии с 

рекомендациями EUCAST V.12.0, 2022. (http://www.eucast.

org).

Определение вирулентности 

Вирулентность изолятов L. pneumophila оценивали на мор-

ских свинках живой массой 250–300 г, полученных из питом-

ника лабораторных животных «Андреевка» Научного центра 

биомедицинских технологий Российской академии наук (пос. 

Андреевка, Солнечногорский р-н, Московская обл., РФ). 

Животных заражали внутрибрюшинно 1 мл суспензии, со-

держащей 1,5 × 107 КОЕ/мл клеток легионелл. Каждым изо-

лятом заражали двух животных. На протяжении всего срока 

наблюдения (10 дней) у морских свинок измеряли температу-

ру, отмечали общее состояние, поведение, аппетит, проявле-

ние клинических симптомов болезни. В случае гибели инфи-

цированного животного его вскрывали, из селезенки и лег-

ких готовили мазки-отпечатки, окрашивали их по Граму и 

микроскопировали. Одновременно по 0,2 мл 10%-й взвеси 

селезенки погибшего животного высевали на ЛБА и посевы 

выращивали при температуре 37°С в течение 24–48 ч. 

Выросшие культуры идентифицировали на принадлежность 

к L. pneumophila в реакции латекс-агглютинации. Если жи-

вотные в течение 10 дней после заражения оставались жи-

выми, их умерщвляли в атмосфере СО2, вскрывали и иссле-

довали паренхиматозные органы на наличие легионелл так 

же, как от павших животных. Все эксперименты с морскими 

свинками проводили в соответствии с Руководством по со-

держанию и использованию лабораторных животных [24].

Серологическое типирование 

Принадлежность изолятов L. pneumophila к серологиче-

ской группе определяли в реакции латекс-агглютинации со 

специфическими диагностикумами производства фирмы 

Oxoid (Англия) и ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск, РФ).

Молекулярно-генетическое типирование

Для молекулярно-генетического анализа изолятов 

L. pneumophila использовали два метода: RAPD-PCR 

(Random Amplified Polymorphic DNA) с помощью случайных 

праймеров ОРА11 и Wil2 в условиях, описанных Zimmer [25], 

и sbt-типирование (Sequence-Based Typing), в соответствии с 

протоколом Европейской сети надзора за легионеллезом 

(European Legionnaires Disease Surveillance Network/

ELDSNet), основанном на амплификации 7 генов «домашне-

го хозяйства» (flaA, pilE, asd, mip, mompS, proA и neuA) с 

помощью специфичных праймеров и программы амплифи-

кации, описанных ранее Quero et al. [26].

Филогенетический анализ

Дендрограмма, отражающая генетические взаимосвязи 

изученных изолятов L. pneumophila, была сконструирована 

на основании сравнения последовательностей ДНК генов, 

используемых для sbt-типирования, с помощью программно-

го обеспечения Mega 6 (https://www.megasoftware.net/). 

Филогенетическая реконструкция была представлена с по-

мощью метода «neighbor-joining», основанного на двухпара-

метровой модели нуклеотидных замен, ветви были генери-

рованы бутстрапированием 1000 репликаций [27].

ПЦР-детекция генов вирулентности

У изолятов L. pneumophila детектировали гены вирулент-

ности dot, lvh и rtx, hsp60 и mip с помощью специфичных 

праймеров, ранее описанных в работах [13–15, 28].

Секвенирование ДНК и биоинформатический анализ

Секвенирование последовательностей ДНК осуществля-

ли с помощью набора реактивов ABI PRISM®BigDye™ 

Terminator v.3.1 kit (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, 

США). Очищенные продукты анализировали на автоматиче-

ском ДНК-секвенаторе ABI PRISM 3100-Avant (ThermoFisher 

Scientific, Waltham, MA, США) в ООО SYNTOL (Москва, РФ). 

Идентификацию аллелей 7 генов «домашнего хозяйства» 

для SBT-типирования выполняли с помощью веб-ресурса 

Sequence-Based Typing protocol for typing of Legionella 

pneumophila VERSION 5.0 (hppt://www.hpa-bioinformatics.org.

uk/legionella/Legionella-sbt). Компьютерный анализ последо-

вательностей ДНК проводили с помощью программы Vector 

NTI 9 (Invitrogen, США).
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На утверждение

Размещение в базе данных

В базе данных SBT-Legionella pneumophila размещены 

сиквенс-типы 16 штаммов, которым присвоены регистраци-

онные номера: EULV9861, EULV9862, EULV9863, EULV10085, 

EULV10086, EULV10087, EULV9966, EULV9968, EULV10088, 

EULV9967, EULV10089, EULV13040, EULV13041, EULV13042, 

EULV13043, EULV13044 (табл. 2).

Результаты исследования

 Культурально-морфологические 

и ферментативные свойства

Изученные изоляты L. pneumophila (табл. 1) на среде 

ЛБА с ростовыми добавками через 2 суток культивирова-

ния образовывали матовые некруглой формы колонии 

(«ground glass») величиной 1,5–2 мм в диаметре. В мазках, 

окрашенных по Граму, наблюдали тонкие, длиной 2–3 мкм, 

грамотрицательные палочки. Изоляты обладали каталаз-

ной активностью, были оксидазоотрицательны, ферменти-

ровали крахмал, гидролизовали гиппурат натрия. Они об-

ладали желатиназной и β-лактамазной активностями, об-

разовывали пигмент на среде с тирозином, восстанавлива-

ли нитриты, не сбраживали углеводов и не вызывали ауто-

флюоресценции. Таким образом, изоляты, независимо от 

источника и географического места их выделения, имели 

типичные для L. pneumophila культуральные, морфологи-

ческие и ферментативные признаки. Каких-либо атипич-

ных свойств у данной группы легионелл обнаружено не 

было.

Образование биопленок

15 изолятов после 96 ч культивирования при температуре 

28°С в протеозопептонном бульоне образовывали биоплен-

ки с разной степенью интенсивности (рис. 1). 

В наибольшей степени эта способность была выражена у 

двух изолятов L. pneumophila сиквенс-типа ST1, принадле-

жащих к серогруппе 1: для изолята 0225 (№13), выделенно-

го из воды систем горячего водоснабжения г. Сочи, и у 

изолята 6С (№2) из г. Санкт-Петербурга. В то же время у 

изолята 3М (№6) этого же сиквенс-типа (ST1), но принад-

лежащего к серогруппе 2–14, из г. Ростова-на-Дону, уро-

вень биопленкообразования был почти в 2 раза ниже, чем у 

изолятов 0225 (№13) и 6С (№2). Сравнительно высокая 

способность к биопленкообразованию была отмечена для 

изолята 0042 (№8) сиквенс-типа ST366, выделенного в г. 

Сочи, и изолята 2Р (№5) впервые описанного нами сиквенс-

типа ST2813, ассоциированного с серогруппой 2–14. 

Среднюю способность к биопленкообразованию проявлял 

изолят 0177 (№12) сиквенс-типа ST87, принадлежащий к 

серогруппе 2–14.

Таблица 2. Генотипические свойства изолятов L. pneumophila 

Изолят Серогруппа Аллельный профиль SBT ST RAPD Гены вирулентности Номер в базе 
данных SBT

flaA pilE asd mip mompS proA neuA

ATCC 33152 1 3 4 1 1 14 9 1 36 B lvh rtx hsp60 dot mip

007 1 1 4 3 1 1 1 1 1 A lvh rtx hsp60 dot mip EUL V9861

0030 1 1 4 3 1 1 1 1 1 A lvh rtx hsp60 dot mip EUL V9862

0034 1 1 4 3 1 1 1 1 1 A lvh rtx hsp60 dot mip EUL V9863

0225, 0228, 0303 1 1 1 4 3 1 1 1 1 A lvh rtx hsp60 dot mip

004, 0042, 0263, 0264, 0155, 0169 2–14 2 10 3 3 9 4 6 366 C1 lvh rtx hsp60 dot mip

0156 2–14 2 10 3 3 9 4 6 366 C1 lvh rtx hsp60 dot mip EUL V9866

0073 2–14 5 1 22 30 6 10 203 1324 D lvh rtx hsp60 dot mip EUL V10085

0075 2–14 5 1 22 30 6 10 203 1324 D lvh rtx hsp60 dot mip

0074 2–14 12 15 11 18 11 12 201 1434 E lvh rtx hsp60 dot mip EUL V10086

0146 2–14 3 10 1 28 14 9 207 1326 F rfx hsp60 dot mip EUL V10086

0147, 0148, 0149, 0245, 0248 2–14 3 10 1 28 14 9 207 1326 F rfx hsp60 dot mip

0177 2–14 2 10 3 28 9 4 13 87 G lvh rtx hsp60 dot mip EUL V9968

0209, 0444, 0403 2–14 2 10 3 28 9 4 13 87 G lvh rtx hsp60 dot mip

0249 2–14 2 10 24 28 4 4 207 1354 C2 lvh rtx hsp60 dot mip EUL V10088

0250, 0251, 0253 2–14 2 10 24 28 4 4 207 1354 C2 lvh rtx hsp60 dot mip

0252, 0262 2–14 2 10 3 3 9 4 6 366 C3 lvh rtx hsp60 dot mip

0308 2–14 1 4 3 16 2 1 208 1376 H lvh rtx hsp60 dot mip EUL V10089

1Р 2–14 2 10 15 47 9 3 - New G1 lvh rtx hsp60 dot mip

2Р 1 17 10 15 3 2 3 11 2813 G2 lvh rtx hsp60 dot mip EUL V13044

4К 1 2 10 3 3 9 4 6 366 G3 lvh rtx hsp60 dot mip EUL V13041

5Х 1 22 4 3 1 1 30 1 252 H3  rtx hsp60 dot mip EUL V13042

6С 1 1 4 4 1 1 1 1 1 H2 lvh rtx hsp60 dot mip EUL V13043

3М 2–14 1 4 3 1 1 1 1 1 H1 lvh rtx hsp60 dot mip EUL V13040

SBT – Sequence-Based Typing; ST – сиквенс-тип; RAPD – Random Amplified Polymorphic DNA; New – новый сиквенс-тип, не идентифицирован.
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Чувствительность к антимикробным препаратам

Все 39 изолятов L. pneumophila были чувствительны к 

эритромицину, кларитромицину, азитромицину, ципрофлок-

сацину, рифампицину и хлорамфениколу – антибиотикам, 

которые используют в терапии легионеллеза. Они также 

были чувствительны к тетрациклину и меропенему.

Серотипирование изолятов L. pneumophila 

На основании результатов латекс-агглютинации со специ-

фичными диагностикумами выделенные изоляты L. pneumo-

phila были отнесены к двум серологическим группам: 1 

(n = 10) и 2–14 (n = 29) (табл. 2). Изоляты серогруппы 1 были 

выделены из образцов воды горячего водоснабжения 5 из 

15 общественных зданий г. Сочи: двух отелей (здания 

№№ 2, 8), санатория (здание №4), международного аэро-

порта (здание №3) и ледового дворца спорта (здание №14). 

Изоляты этой серогруппы были выделены также в 

гг. Калининграде, Санкт-Петербурге, Ростове-на-Дону и 

Хабаровске. Культуры L. pneumophila серогруппы 2–14 были 

изолированы в 11 зданиях г. Сочи: шести отелях (здания 

№№ 1, 6–8, 10, 11), двух базах отдыха (здания №№ 12, 13) 

и пассажирском судне (№15). В двух отелях (здания №№ 8, 

11) одновременно были изолированы L. pneumophila серо-

группы 2–14 и 1. Изоляты серогруппы 2–14 были выделены 

также в Ростове-на-Дону и Мурманске.

 Вирулентность изолятов L. pneumophila 

для морских свинок

Как показали наши исследования, все десять изолятов 

L. pneumophila серотипа 1, выделенные из образцов воды 

общественных зданий г. Сочи и других городов РФ, оказа-

лись вирулентными для морских свинок: животные после 

заражения их дозой 1,5 × 107 КОЕ заболели и погибли. 

Первые клинические признаки болезни у животных проявля-

лись на 3–4-е сутки после инфицирования: повышенная 

температура (39,5–41,0°С), вялость, малоподвижность, от-

сутствие аппетита (не принимали корм); в последующие дни 

у животных наступало состояние прострации, поражались 

глаза, на 5–8-е сутки болезни они погибали. При вскрытии у 

павших морских свинок наблюдали перитонит со скудным 

фибринозным экссудатом, гиперемию париентальной брю-

шины с резкой инъекцией сосудов. Печень и селезенка были 

увеличены с фибринозным налетом на капсуле. В селезенке 

встречались мелкие очаги некроза. В мазках-отпечатках из 

селезенки, окрашенных по Граму, отмечали сотни тонких 

грамотрицательных палочек; от всех павших животных на 

Таблица 3. Сравнение характеристик сиквенс-типов L. pneumophila, выделенных в г. Сочи и других городах РФ

ST RAPD-тип 
(количество 
изолятов)

Серогруппа Гены вирулентности Наличие 
вирулентности

OD540 Степень 
биопленкообразования

Город (здания)

lvh rtx hsp60 dot mip

ST1 A (n = 6) 1 + + + + + + 1,80 ± 0,18 высокая Сочи (2–4, 8, 14)

ST366 C1 (n = 6)
C3 (n = 2)

2–14 + + + + + - 0,76 ± 0,06 высокая Сочи (1, 3–5, 9, 12)

ST87 G (n = 4) 2–14 + + + + + - 0,48 ± 0,03 средняя Сочи (10–12)

ST1326 F (n = 6) 2–14 - + + + + - 0,61 ± 0,05 высокая Сочи (7)

ST1354 C2 (n = 4) 2–14 - + + + + - 0,63 ± 0,05 высокая Сочи (12)

ST1324 D (n = 2) 2–14 + + + + + - 0,65 ± 0,05 высокая Сочи (6)

ST1434 E (n = 1) 2–14 + + + + + - 0,61 ± 0,04 высокая Сочи (6)

ST1376 H (n = 1) 2–14 + - - 0,55 ± 0,03 средняя Сочи (15)

ST? G1 (n = 1) 2–14 + + + + - - 0,52±0,04 средняя Мурманск

ST2813 G2 (n = 1) 1 + + + + + + 0,60 ± 0,04 высокая Ростов-на-Дону

ST1 H1 (n = 1) 2–14 + + + + - - 0,57 ± 0,04 высокая Ростов-на-Дону

ST366 G3 (n = 1) 1 + + + + + + 0,54 ± 0,04 высокая Хабаровск

ST252 H3 (n = 1) 1 - - + + + + 0,59 ± 0,04 высокая Калининград

ST1 H2 (n = 1) 1 + + + + + + 0,98 ± 0,07 высокая Санкт-Петербург

ST – сиквенс-тип; RAPD – RAPD-тип; OD540 – показатель степени биопленкообразования: единицы оптической плотности окрашенного кристаллвиолетом 
этилового спирта при длине волны 540 нм; «+» – наличие; «-» – отсутствие; ST? – сиквенс-тип не определен.
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Рис. 1. Степень биопленкообразования у изолятов L. pneumophila 

разных сиквенс-типов в протеозопептонном бульоне после 96 ч 

инкубирования при температуре 28°С. OD540 – единицы оптиче-

ской плотности окрашенного кристаллвиолетом этилового 

спирта при длине волны 540 нм.

1 – АТСС33152 (ST36, сер. 1); 2 – 6C (ST1, сер. 1); 3 – 4К (ST366, сер. 

1); 4 – 5Х (ST252, сер. 1); 5 – 2Р (ST2813, сер. 1); 6 – 3М (ST1, сер. 

2–14); 7 – 1Р (ST н/о, сер. 1); 8 – Д042 (ST366, сер. 2–14); 9 – 0073 

(ST1324, сер. 2–14); 10 – 0074 (ST1434, сер. 2–14); 11 – 0146 

(ST1326, сер. 2–14); 12 – 0177 (ST87, сер. 2–14); 13 – 0225 (ST1, сер. 

1); 14 – 0249 (ST1354, сер. 2–14); 15 – 0308 (ST1376, сер. 2–14); 16 – 

контроль (питательная среда).
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среде ЛБА с ростовыми и селективными добавками были 

выделены культуры, которые давали положительную латекс-

агглютинацию со специфическими диагностикумами для 

определения L. pneumophila серотипа 1 и не реагировали с 

диагностикумом для определения серотипов 2–14.

У животных, зараженных изолятами L. pneumophila серо-

группы 2–14, на протяжении всего срока наблюдения 

(10 суток) клинических симптомов болезни не отмечали. При 

вскрытии умерщвленных животных визуальных патологиче-

ских изменений внутренних органов не было, в мазках-от-

печатках из селезенок, окрашенных по Граму, бактериаль-

ные клетки отсутствовали. Выделить на ЛБА культуры леги-

онелл из органов умерщвленных животных также не уда-

лось. Следовательно, в эксперименте не было получено ка-

ких-либо свидетельств о вирулентности изолятов 

L. pneumophila серогруппы 2–14 для морских свинок, т.е. они 

были авирулентными для данного вида животных.

 Генотипирование изолятов L. pneumophila, 

выделенных в г. Сочи

Результаты генотипирования изолятов L. pneumophila, 

представленные в табл. 2, 3, показывают, что выделенные 

из образцов воды систем горячего водоснабжения обще-

ственных зданий г. Сочи легионеллы (n = 33) принадлежат к 

8 сиквенс-типам и 9 RAPD-генотипам. Среди легионелл 

идентифицированы как ранее описанные в РФ сиквенс-типы 

ST1 и ST87, так и новые для страны сиквенс-типы: ST366, 

ST1324, ST1326, ST1354, ST1376 и ST1434. Самыми распро-

страненными сиквенс-типами L. pneumophila, выделенными 

в г. Сочи, являлись сиквенс-типы ST1 и ST366. Изоляты 

сиквенс-типа ST1 были выделены в 5 из 15 обследованных 

зданий: двух отелях, санатории, международном аэропорте 

и ледовом дворце спорта (здания №№ 2, 3, 4, 8 и 14, см. 

табл. 1, 3). Все изоляты (n = 6) этого сиквенс-типа имели 

одинаковый RAPD-генотип А и принадлежали к серогруппе 1 

(табл. 2). Изоляты L. pneumophila сиквенс-типа ST366 (n = 9) 

также были выделены из образцов воды 5 из 15 обследован-

ных зданий (табл. 1, 3). При этом 5 из 9 изолятов этого сик-

венс-типа были выделены из образцов воды, взятых в раз-

ных точках (кранах) одного здания (№5), остальные четыре 

изолята – из образцов воды четырех зданий (№№ 1, 9, 12, 

13) (табл. 1, 3). Все изоляты сиквенс-типа ST366 принадле-

жали к серогруппе 2–14, однако, в отличие от изолятов сик-

венс-типа ST1, были отнесены к двум RAPD-генотипам: 

7 изолятов – к генотипу С1, два других – к генотипу С3 

(табл. 2, 3).

Следующими по частоте встречаемости в образцах воды 

общественных зданий были изоляты L. pneumophila сиквенс-

типа ST87 (n = 4), выделенные в 3 из 15 зданий (№№ 10–12), 

изоляты имели одинаковый RAPD-генотип (G) и принадле-

жали к серогруппе 2–14 (табл. 2, 3).

Изоляты легионелл сиквенс-типов ST1326 (n = 6), ST1354 

(n = 4), ST1324 (n = 2), ST1434 (n = 1) и ST1376 (n = 1) встре-

чались редко: каждый из них был выделен только из образ-

цов воды одного здания (табл. 1, 3). Все указанные минор-

ные сиквенс-типы имели свои оригинальные RAPD-генотипы 

и принадлежали к серогруппе 2–14 (табл. 2, 3). Из этой 

группы сиквенс-типов обращает на себя внимание сиквенс-

тип ST1326, который был определен у изолята, выделенного 

из образцов воды, взятых в 6 разных точках системы горя-

чего водоснабжения одного здания (№7) (табл. 1), что может 

говорить о высоком колонизационном потенциале этого 

сиквенс-типа.

 Сиквенс-типы L. pneumophila, идентифицированные 

в других городах России

Изоляты L. pneumophila (n = 6) были выделены из образ-

цов воды систем горячего водоснабжения пяти городов РФ: 

Калининграда, Санкт-Петербурга, Мурманска, Ростова-на-

Дону и Хабаровска. Результаты SBT-генотипирования пока-

зали, что изолят 5Х, выделенный в г. Калининграде (СЗФО), 

принадлежит к ранее не описанному в РФ сиквенс-типу 

ST252; изолят 6С, выделенный в г. Санкт-Петербурге 

(СЗФО), – к сиквенс-типу ST1. Оба сиквенс-типа, ST252 и 

ST1, были ассоциированы с серогруппой 1. У изолята 1Р, 

выделенного в г. Мурманске (СЗФО), сиквенс-тип устано-

вить не удалось, поскольку у него не определился седьмой 

ген «домашнего хозяйства» – neuA. В г. Ростове-на-Дону 

(ЮФО) были изолированы две культуры легионелл: изолят 

2Р и изолят 3М. Изолят 2Р был отнесен нами к новому сик-

венс-типу, зарегистрированному в базе данных по SBT-

типированию L. pneumophila под номером EULV13044 как 

сиквенс-тип ST2813; изолят этого нового сиквенс-типа при-

надлежал к серогруппе 1. Второй изолят, 3М, относился к 

сиквенс-типу ST1 и принадлежал к серогруппе 2–14. Изолят 

4К, выделенный в г. Хабаровске (ДВФО), принадлежал к 

впервые описанному в РФ сиквенс-типу ST366, который, как 

отмечалось выше, был одним из доминирующих сиквенс-

типов L. pneumophila в г. Сочи. Однако, в отличие от изоля-

тов сиквенс-типа ST366 серогруппы 2–14, выделенных в 

г. Сочи, изолят 4К принадлежал к серогруппе 1. Все 6 изо-

лятов, описанных выше, имели уникальные RAPD-генотипы 

(табл. 2, 3).

Детекция генов вирулентности L. pneumophila

Детерминанты вирулентности были определены у 39 изо-

лятов L. pneumophila, включая 33 изолята, выделенных в 

г. Сочи, и 6 изолятов, выделенных в пяти других городах РФ. 

Представленные в табл. 2 данные свидетельствуют о том, 

что выделенные в г. Сочи изоляты шести сиквенс-типов, в 

том числе доминирующих ST1, ST366 и ST87 и минорных 

ST1324, ST1434 и ST1376, содержали все пять определяе-

мых в работе детерминант вирулентности: lvh, rtx, hsp60, dot 

и mip. У изолятов минорных сиквенс-типов ST1326 и ST1354 

было выявлено только четыре гена вирулентности – ген lvh у 

них отсутствовал. У выделенных в гг. Ростове-на-Дону, 

Хабаровске и Санкт-Петербурге изолятов 3М, 4К и 6С, имев-

ших соответственно сиквенс-типы ST1, ST366 и ST1, также 

были идентифицированы все пять генов вирулентности. 

Детектируемые гены вирулентности были обнаружены и у 

изолята 2Р (г. Ростов-на-Дону) нового сиквенс-типа ST2813, 

и у изолята 1Р (г. Мурманск) неидентифицированного сик-

венс-типа. У изолята 5Х сиквенс-типа ST252 (г. Калининград) 

были детектированы лишь четыре гена вирулентности – ген 

lvh, так же как и у минорных сиквенс-типов ST1326 и ST1354 

(г. Сочи), отсутствовал.

Таким образом, из 10 изученных нами сиквенс-типов 

L. pneumophila семь (ST1, ST366, ST87, ST1324, ST1434, 
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ST1376 и ST2813) были ассоциированы с пятью детектируе-

мыми генами вирулентности (lvh, rtx, hsp60, dot и mip), а три 

сиквенс-типа (ST1326, ST1354 и ST252) – с четырьмя, так 

как у них отсутствовал важный для возбудителя легионелле-

за ген lvh.

В табл. 3 отражены основные характеристики сиквенс-

типов L. pneumophila, выделенных в г. Сочи и других городах 

РФ. Выявленные между ними различия по частоте распро-

странения в системах горячего водоснабжения, по всей ве-

роятности, отражают и разную их этиологическую значи-

мость в качестве возбудителей легионеллезной инфекции. В 

табл. 4 представлены данные по частоте встречаемости де-

тектированных нами сиквенс-типов L. pneumophila в других 

странах мира, с учетом источника их выделения (клиниче-

ский материал или окружающая среда). Такие сведения 

важны для оценки патогенного потенциала каждого выяв-

ленного нами сиквенс-типа. 

Из табл. 4 следует, что изоляты L. pneumophila доминиру-

ющих в г. Сочи сиквенс-типов ST1 и ST87 довольно часто 

выделялись во многих странах мира, как из клинического 

материала, так и из объектов окружающей среды. Особенно 

это касается сиквенс-типа ST1, ассоциированного с серо-

группой 1. Два минорных (в г. Сочи) сиквенс-типа ST1324 и 

ST1354 выявлены в девяти и пяти странах соответственно, в 

то время как доминирующий в г. Сочи сиквенс-тип ST366 и 

минорные сиквенс-типы ST1326, ST1434 и ST1376 – лишь в 

нескольких странах и представлены в базе данных незначи-

тельным числом изолятов. Это же справедливо и в отноше-

нии изолята сиквенс-типа ST252, выделенного в 

г. Калининграде. Тем не менее важно отметить тот факт, что 

все детектированные в нашей работе сиквенс-типы 

L. pneumophila, включая минорные (за исключением нового 

сиквенс-типа, описанного впервые в данном исследовании), 

были выделены в других странах мира не только из объек-

тов окружающей среды, но и из клинического материала.

Филогенетический анализ 

Сравнительный анализ суммарного пула нуклеотидных 

последовательностей семи генов, используемых при SBT-

типировании L. pneumophila, показывает, что изученные 

нами изоляты формируют на дендрограмме две дискретные 

филогенетические группы (рис. 2). 

В одну группу входят изоляты трех доминирующих, часто 

встречающихся в г. Сочи сиквенс-типов ST1, ST87 и ST366, 

а также изоляты сиквенс-типов ST1, ST366 и ST252 и нового 

сиквенс-типа ST2813, выделенных в гг. Ростове-на-Дону, 

Санкт-Петербурге, Калининграде и Хабаровске, а также кон-

трольный штамм L. pneumophila АТСС33152 сиквенс-типа 

ST36. Вторую филогенетическую группу формируют минор-

ные, редко выявлявшиеся в г. Сочи изоляты (n = 14) пяти 

сиквенс-типов: ST1324, ST1326, ST1354, ST1376 и ST1434. 

Данные филогенетического анализа свидетельствуют не 

только о генетическом разнообразии популяции 

L. pneumophila, циркулирующих в системах горячего водо-

снабжения г. Сочи, но и о существовании среди этой популя-

ции легионелл отдельных генетически родственных групп 

(линий), роль которых в этиологии легионеллеза может быть 

различной.

 Сиквенс-типы L. pneumophila, детектированные в РФ 

за все время наблюдений (2005–2019 гг.)

Генетический мониторинг (SBT-типирование) 

L. pneumophila начали проводить в РФ с 2005 г., когда в 

г. Верхняя Пышма Свердловской обл. произошла крупная 

вспышка легионеллезной инфекции [29]. Представленные 

ниже данные по сиквенс-типам L. pneumophila, выявленных 

в РФ за все время наблюдений, получены на основании ана-

лиза работ российских исследователей и базы данных по 

SBT-типированию L. pneumophila. Как следует из рис. 3, за 

все время наблюдений в различных географических и кли-

матических зонах РФ были выявлены легионеллы 66 сик-

венс-типов: ST1, ST7, ST9, ST17, ST36, ST42, ST51, ST59, 

ST80, ST87, ST110, ST114, ST145, ST146, ST147, ST191, 

ST246, ST252, ST292, ST308, ST310, ST319, ST320, ST321, 

ST322, ST323, ST324, ST325, ST326, ST327, ST329, ST338, 

ST366, ST377, ST423, ST498, ST500, ST514, ST515, ST516, 

ST517, ST518, ST519, ST520, ST521, ST522, ST536, ST554, 

ST586, ST587, ST588, ST589, ST590, ST677, ST683, ST684, 

Таблица 4. Количество изолятов L. pneumophila детектированных в данной работе сиквенс-типов в других странах мира (база 

данных SBT L. pneumophila на 12.07.2019).

ST Страны мира Источники выделения

Клинический 
материал, шт.

Окружающая 
среда, шт.

ST1 Многие страны мира 915 713

ST87 13 стран: Германия, Испания, Бельгия, Латвия, Канада, Франция, Польша, Дания, Израиль, Греция, 
Япония, Чехия, Швеция

20 43

ST252 4 страны: США, Тайвань, Франция, Нидерланды 6 1

ST366 4 страны: Италия, Великобритания, Латвия, Канада, 3 5

ST1324 8 стран: Канада, Великобритания, Чехия, Германия, Китай, Франция, Швейцария, Латвия 15 12

ST1326 3 страны: Великобритания, Канада, Германия 4 5

ST1354 5 стран: Чехия, Латвия, Германия, Канада, Япония 2 22

ST1376 3 страны: Германия, Чехия, Швеция 3 9

ST1434 2 страны: Швейцария, Китай 1 2

ST2813 (новый) Данные отсутствуют 0 0

ST – сиквенс-тип.
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ST727, ST728, ST729, ST1324, ST1326, ST1434, ST1354, 

ST1376, ST1489 и ST2813. Среди них только восемь сик-

венс-типов были ассоциированы с клиническими изолятами: 

ST146 и ST308 изолятов, выделенных от больных при эпиде-

мической вспышке легионеллеза в г. Верхняя Пышма; 

ST500 изолята, выделенного от пациента, больного легио-

неллезом путешественников, в г. Казани (Приволжский фе-

деральный округ); ST36, ST42 и ST87 изолятов, выделенных 

от умерших людей при внутрибольничном легионеллезе в 

г. Москва [30]; ST1489 и ST110 клинических изолятов, проис-

хождение которых не известно. Остальные 58 сиквенс-типов 

были ассоциированы с изолятами L. pneumophila, выделен-

ными из различных объектов окружающей среды, в основ-

ном из образцов воды систем горячего водоснабжения об-

щественных зданий, градирен промышленных предприятий 

и бассейнов. 

Наибольшее число сиквенс-типов L. pneumophila (n = 43) 

было выявлено в УФО: в гг. Верхняя Пышма, Екатеринбурге, 

Первоуральске и Артемовске. В ЦФО (г. Москва, Московская 

и Тверская области) было идентифицировано 15 сиквенс-ти-

пов L. pneumophila, в ЮФО (гг. Сочи и Ростов-на-Дону) – 

9 сиквенс-типов, в том числе один новый, идентифицирован-

ный нами сиквенс-тип ST2813. В Ханты-Мансийском автоном-

ном округе (УФО) детектировано четыре сиквенс-типа, в ре-

спублике Татарстан – два сиквенс-типа. По одному сиквенс-

типу было выявлено в гг. Калининграде, Санкт-Петербурге и 

Хабаровске. Важно отметить, что из 66 сиквенс-типов, детек-

тированных в РФ за все время наблюдений, 21 сиквенс-тип 

был ассоциирован с эпидемически важной серогруппой 1: 

ST1, ST7, ST9, ST36, ST42, ST59, ST110, ST145, ST159, 

ST246, ST252, ST308, ST320, ST324, ST366, ST498, ST500, 

ST515, ST521, ST729, ST1489 и ST2813 (рис. 3).

Анализ сиквенс-типов L. pneumophila, выявленных в трех 

разных регионах РФ (УФО, ЦФО и ЮФО), указывает на су-

щественные различия в структуре циркулирующих в этих 

регионах сиквенс-типов. Так, из 43 сиквенс-типов, выявлен-

ных в УФО, только один ST87 встречался в двух других ре-

гионах: ЦФО и ЮФО. Из 17 сиквенс-типов, выявленных в 

ЦФО, только два (ST1 и ST87) были детектированы в ЮФО. 

Следует заметить, что оба эти сиквенс-типа относятся к 

группе сиквенс-типов L. pneumophila, наиболее часто встре-

чающихся во многих странах мира. Дальнейшие исследова-

ния по изучению разнообразия сиквенс-типов L. pneumophila, 

циркулирующих в округах РФ, позволят приблизиться к от-

вету на вопрос, насколько географическое положение реги-

она, его климатические условия могут влиять на генетиче-

ское разнообразие формирующихся в регионах популяций 

L. pneumophila.

Обсуждение

В январе-феврале 2014 г. в г. Сочи, столице XIV Зимних 

Олимпийских Игр, был проведен одномоментный мониторинг 

L. pneumophila в образцах воды систем горячего водоснабже-

ния 50 общественных зданий города. В результате исследова-

ний из образцов воды 15 обследованных зданий (т.е. в 30% 

случаев) были выделены 33 изолята L. pneumophila. Кроме 

того, были изучены свойства еще шести культур L. pneumophila, 

выделенных в других регионах РФ. Все 39 изученных изолята 

имели типичные для L. pneumophila культуральные, морфоло-

Рис. 2. Дендрограмма сиквенс-типов L. pneumophila.

Рис. 3. Количество изолятов L. pneumophila, выделенных в 

федеральных округах РФ: Уральском (n = 45), Центральном 

(n = 13), Южном (n = 11), Северо-Западном (n = 3), Приволжском 

(n = 2) и Дальневосточном (n = 1).
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гические и ферментативные свойства. Изоляты были чувстви-

тельны к эритромицину, кларитромицину, рифампицину и 

хлорамфиниколу – основным антибиотикам, применяемым 

для лечения легионеллеза. Следует заметить, что в РФ, как и 

в других странах, до настоящего времени не было сообщений 

о выделении легионелл, устойчивых к антибиотикам, хотя во 

всех странах уже длительное время широко используют анти-

микробные препараты. Отрицательные результаты по обнару-

жению антибиотикорезистентных L. pneumophila, тем не 

менее, не являются основанием для прекращения мониторин-

говых исследований их чувствительности к антимикробным 

препаратам, поскольку сегодня мы не можем исключить вне-

запного появления резистентных легионелл в опасных для 

человека водных объектах.

Особый интерес, на наш взгляд, представляют результа-

ты, полученные при изучении сиквенс-типов изолятов 

L. pneumophila, циркулировавших в январе–феврале 2014 г. 

в системах горячего водоснабжения г. Сочи. Как оказалось, 

выделенные в этот период изоляты L. pneumophila были 

представлены сравнительно незначительным числом сик-

венс-типов – всего восемью сиквенс-типами, которые раз-

личались между собой по частоте их выявления в исследуе-

мых образцах воды (табл. 3). Три сиквенс-типа (ST1, ST366 

и ST87) являлись доминирующими: они были выделены из 

образцов воды 12 из 15 «легионелла-позитивных» зданий 

(табл. 3), т.е. в 80% случаев. При этом изоляты сиквенс-ти-

пов ST1 и ST366 были выделены каждый в пяти различных 

зданиях, а изоляты сиквенс-типа ST87 – в трех зданиях. 

Изоляты пяти минорных сиквенс-типов (ST1324, ST1326, 

ST1354, ST1376 и ST1434) были выявлены в трех зданиях, 

т.е. в 20% случаев, причем каждый сиквенс-тип был иденти-

фицирован только в пробах воды одного здания (табл. 1, 3). 

Разница в частоте обнаружения изолятов легионелл доми-

нирующих и минорных сиквенс-типов косвенно говорит об 

их существенных биологических и генетических различиях. 

О генетических различиях этих двух групп сиквенс-типов 

свидетельствует также их филогенетический анализ: на ден-

дрограмме (рис. 1) доминирующая и минорная группы фор-

мируют две дискретные ветви. Следовательно, в январе–

феврале 2014 г. системы горячего водоснабжения 15 из 

50 общественных зданий г. Сочи были «оккупированы» 

преимущественно тремя филогенетически близкими сик-

венс-типами L. pneumophila: ST1, ST366 и ST87. 

Изоляты L. pneumophila доминирующего сиквенс-типа 

ST1 (n = 6) были выделены в 5 из 15 «легионелла-позитив-

ных» зданий г. Сочи, т.е. в 33% случаев. Несмотря на разные 

источники выделения, все 6 изолятов ST1 имели один 

RAPD-генотип D и относились к серогруппе 1; в их геномах 

присутствовали все пять детектируемых генов патогенно-

сти: lvh, rtx, hsp60, dot и mip, все изоляты вызывали гибель 

морских свинок (табл. 3). Для изолята этого сиквенс-типа 

была отмечена самая высокая интенсивность биопленкоо-

бразования, которая, вероятно, и обеспечивает колонизаци-

онную активность легионелл этого сиквенс-типа (рис. 1). 

L. pneumophila сиквенс-типа ST1, как это следует из базы 

данных по SBT-типированию, широко распространены во 

многих странах мира, как в клиническом материале при раз-

личных формах легионеллеза, так и в объектах внешней 

среды. Изоляты ST1 очень часто ассоциированы с серогруп-

пой 1, которая, как известно, является основной этиологиче-

ской причиной групповых и спорадических случаев легио-

неллезной инфекции. Таким образом, циркулировавшие в 

системе горячего водоснабжения общественных зданий 

г. Сочи изоляты L. pneumophila сиквенс-типа ST1 серогруп-

пы 1 представляли реальную опасность для людей.

Изоляты L. pneumophila сиквенс-типа ST366 (n = 9), как и 

изоляты ST1, были выделены в 5 зданиях: 5 изолятов из 

пяти разных точек забора воды одного здания, остальные 

четыре – по одному изоляту из каждого из четырех зданий 

(табл. 1, 3). Столь высокая колонизационная активность ле-

гионелл сиквенс-типа ST366 согласуется с их сравнительно 

высокой способностью в опытах in vitro образовывать био-

пленки (рис. 1). Изоляты сиквенс-типа ST366, в отличие от 

других детектированных в работе сиквенс-типов, оказались 

генетически неоднородными и подразделялись на два 

RAPD-генотипа: 7 изолятов имели генотип С1, два других – 

генотип С3 (табл. 2, 3). Деление изолятов на два RAPD-

генотипа свидетельствует, что современная схема SBT-

типирования L. pneumophila на основе семи генов «домаш-

него хозяйства» в отдельных случаях не может дискримини-

ровать генетически близкие изоляты легионелл. Не исклю-

чено, что потребуется дальнейшее совершенствование этой 

системы путем расширения набора генов для SBT-

типирования, как это произошло в 2007 г., когда в схему 

шестигенного SBT-типирования L. pneumophila был включен 

новый седьмой ген [31]. Все 9 изолятов ST366 принадлежат 

к серогруппе 2–14, что отличает их от изолятов этого сик-

венс-типа, представленных в базе данных по SBT-

типированию L. pneumophila [32, 33], которые ассоциирова-

ны исключительно с серогруппой 1. Изученные нами изоля-

ты ST366 имели в своих геномах, как и изоляты ST1, те же 

5 детектируемых генов вирулентности, тем не менее эти 

изоляты были непатогенными для морских свинок (табл. 3). 

Свойства изученных нами изолятов ST366 и сведения, пред-

ставленные в базе данных, свидетельствуют о биологиче-

ском и генетическом разнообразии изолятов этого сиквенс-

типа и, возможно, об их различной роли в патологии челове-

ка. Данные о распространении L. pneumophila ST366 весьма 

ограничены: на 12 июля 2019 г. они были выявлены в четы-

рех странах: Италии, Великобритании, Латвии и Канаде 

(табл. 4) и представлены в базе всего 8 изолятами, три из 

которых клинические, а пять выделены из окружающей 

среды; все 8 изолятов принадлежали к серогруппе 1. 

Поскольку данные о выделении изолятов ST366 серогруппы 

2–14 из клинического материала в базе данных отсутствуют, 

делать заключение о патогенном потенциале изученных 

нами изолятов сиквенс-типа ST366 серогруппы 2–14 пока 

преждевременно. Необходимы дальнейшие наблюдения за 

L. pneumophila ST366 серогруппы 2–14.

Изоляты L. pneumophila сиквенс-типа ST87 (n = 4), состав-

ляющие вместе с изолятами ST1 и ST366 доминирующую 

группу и имеющие с ними, как это видно из дендрограммы 

(рис. 2), филогенетическое родство, были выделены из об-

разцов воды 3 из 15 «легионелла-позитивных» зданий г. 

Сочи (табл. 3), т.е. в 20% случаев. Все 4 изолята ST87 были 

отнесены к одному RAPD-генотипу G и к серогруппе 2–14, 

что говорит об одном источнике легионелл этого сиквенс-

типа для трех зданий. Как и у изолятов ST1 и ST366, у них 
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были детектированы все 5 генов вирулентности, тем не 

менее они были непатогенными для морских свинок; изоля-

ты этого сиквенс-типа были способны формировать in vitro 

биопленку, но интенсивность ее образования была низкой. В 

базе данных по SBT-типированию L. pneumophila сиквенс-

типа ST87 на 12 июля 2019 г. были представлены 63 изоля-

тами, выделенными в 10 странах Европейского союза, а 

также в РФ, Канаде, Японии и Израиле (табл. 4). Из 63 изо-

лятов 20 были выделены из клинического материала при 

различных формах легионеллеза: внебольничном, нозоко-

миальном и легионеллезе путешественников. Российскими 

исследователями была установлена прямая связь между 

штаммами L. pneumophila ST87, выделенными из образцов 

воды системы горячего водоснабжения Гематологического 

центра г. Москвы (РФ), и групповой вспышкой (n = 4) легио-

неллеза среди больных отделения реанимации и интенсив-

ной терапии, закончившейся для них летально [30]. 

Приведенные выше данные являются веским основанием 

для того, чтобы сделать заключение о серьезном патоген-

ном потенциале изученных нами изолятов L. pneumophila 

сиквенс-типа ST87, выделенных из образцов воды систем 

горячего водоснабжения г. Сочи, для людей.

Изоляты L. pneumophila минорных сиквенс-типов ST1324, 

ST1326, ST1354, ST1376 и ST1434, каждый из которых был 

выделен из образцов воды только одного здания г. Сочи, 

имели свои, характерные только для них, RAPD-генотипы и 

принадлежали к серогруппе 2–14 (табл. 2, 3). Все они были 

способны образовывать в условиях in vitro биопленки (рис. 1). 

На дендрограмме легионеллы минорных сиквенс-типов фор-

мируют одну ветвь, что говорит об их филогенетическом 

родстве (рис. 2). В то же время изоляты минорных сиквенс-

типов можно разделить на две подгруппы: изоляты, которые 

в своих геномах содержат все пять генов вирулентности (сик-

венс-типы ST1324, ST1376 и ST1434), и изоляты, в геномах 

которых отсутствует ген lvh (сиквенс-типы ST1326 и ST1354). 

Изоляты ST1324, ST1376 и ST1434 представлены в базе дан-

ных по SBT-типированию 15, 2 и 3 изолятами соответственно. 

Сиквенс-типы ST1324 были выделены в 6 странах: Велико-

британии, Канаде, Германии, Франции и Китае, изоляты 

ST1434 – в Чехии и Китае, изоляты ST1376 – в Германии 

(табл. 4). Все три сиквенс-типа L. pneumophila были определе-

ны у изолятов, выделенных как из клинического материала, 

так и из объектов внешней среды. Полученные нами данные 

о свойствах изолятов ST1324, ST1376 и ST1434, выделенных 

в г. Сочи, и сведения об этих сиквенс-типах, представленные 

в базе данных, говорят об их патогенном потенциале для че-

ловека, хотя знания об этих сиквенс-типах, особенно ST1376 

и ST1434, на сегодня весьма ограничены. Изоляты 

L. pneumophila ST1326, ST1354, не имеющие гена вирулент-

ности lvh, представлены в базе данных по SBT-типированию, 

соответственно, 7 и 13 изолятами, выделенными из объектов 

внешней среды и из клинического материала (табл. 4). 

Поскольку в изолятах этих сиквенс-типов отсутствует ген ви-

рулентности lvh, судить об их патогенном потенциале не 

представляется возможным.

При генотипировании шести изолятов L. pneumophila, вы-

деленных в других регионах РФ (табл. 3) показано, что два 

из них (3М из г. Ростова-на-Дону и 6С из г. Санкт-Петербурга) 

принадлежали к сиквенс-типу ST1, изолят 5Х из г. Калинин-

града – к сиквенс-типу ST252. Изолят 4К, выделенный в г. 

Хабаровске, отнесен к сиквенс-типу ST366, но, в отличие от 

изолятов ST366, выделенных в г. Сочи, к серогруппе 1, так 

же как изоляты этого сиквенс-типа, выделенные в других 

странах. Изолят 2Р из г. Ростова-на-Дону принадлежал к 

новому сиквенс-типу ST2813, зарегистрированному нами в 

базе данных по SBT-типированию L. pneumophila под номе-

ром EULV13044. У изолята 1Р из г. Мурманска установить 

сиквенс-тип не удалось (табл. 2). Изоляты 6С, 5Х, 4К и 2Р 

сиквенс-типов ST1, ST252, ST366 и нового сиквенс-типа 

ST2813 отнесены к серогруппе 1, а изолят 3М сиквенс-типа 

ST1 – к серогруппе 2–14. Изоляты всех сиквенс-типов, за 

исключением ST252, в своих геномах содержали все пять 

детектируемых генов вирулентности, тем не менее виру-

лентными для морских свинок оказались лишь изоляты се-

рогруппы 1, в том числе изолят сиквенс-типа ST252, не 

имеющий гена lvh. Вирулентность изолята ST252 для мор-

ских свинок говорит об отсутствии прямой связи между на-

личием в штамме гена вирулентности lvh и его патогенно-

стью для морских свинок. Все 6 описанных изолятов, в том 

числе изолят нового сиквенс-типа ST2813, были способны 

формировать в условиях in vitro биопленки, эта способность 

в наибольшей степени была выражена у изолята сиквенс-

типа 1, выделенного в г. Санкт-Петербурге. Каждый из 

6 изолятов имел специфичный только для него RAPD-

генотип. Учитывая данные о свойствах изолятов 3М, 6С и 4К, 

относящихся к сиквенс-типам ST1 и ST366 и принадлежа-

щих к серогруппе 1, а также сведения об этих сиквенс-типах 

в базе данных по SBT-типированию L. pneumophila, можно 

говорить о потенциальной опасности их для человека. 

Изоляты ST252, согласно базе данных по SBT-типированию 

L. pneumophila на 12 июля 2019 г., выделены в четырех стра-

нах (США, Тайвань, Франция и Нидерланды) и представлены 

7 штаммами, шесть из которых являются клиническими. 

Выделенный нами изолят ST252 серогруппы 1, как мы уже 

отмечали, хотя и был вирулентным для морских свинок, но у 

него отсутствовал важный для легионелл ген вирулентности 

lvh, поэтому судить о его патогенном потенциале для людей 

сложно. Свойства изолята нового сиквенс-типа ST2813 се-

рогруппы 1 также предполагают наличие у него патогенного 

потенциала для человека, хотя только дальнейшие исследо-

вания могут подтвердить или опровергнуть этот прогноз.

Проведенный нами анализ литературных данных по SBT-

типированию L. pneumophila в РФ показывает, что за весь 

период наблюдений (2005–2019 гг.) в нашей стране было 

детектировано 66 разных сиквенс-типов L. pneumophila, из 

которых только 8 были выделены из клинического материа-

ла. Наибольшее число сиквенс-типов выявлено в УФО 

(n = 43), в ЦФО и ЮФО было выявлено 15 и 9 сиквенс-типов 

соответственно (рис. 3). Примечательно, что перечень 

L. pneumophila разных сиквенс-типов, выделенных в этих 

регионах, сильно различался. Этот факт позволяет выска-

зать предположение, что географическое расположение ре-

гиона, его климатические условия оказывают существенное 

влияние на генетическое разнообразие формирующихся в 

регионах популяций L. pneumophila, в том числе на состав 

(набор) сиквенс-типов.

Одновременное использование для генотипирования 

L. pneumophila двух методов – SBT и RAPD-типирования – 
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позволило нам выявить интересный факт: изоляты одного и 

того же сиквенс-типа и одной и той же серогруппы, но вы-

деленные в разных регионах РФ, не были генетически иден-

тичными, они принадлежали к разным RAPD-генотипам. Так, 

изоляты сиквенс-типа ST1 (n = 6) серогруппы 1, выделенные 

из образцов воды систем горячего водоснабжения г. Сочи, 

отнесены к RAPD-генотипу А, в то время как изолят этого же 

сиквенс-типа и этой же серогруппы, но выделенный в 

г. Санкт-Петербурге, принадлежал к RAPD-генотипу Н2; к 

третьему RAPD-генотипу отнесен изолят сиквенс-типа ST1 

серогруппы 2–14, выделенный в г. Ростове-на-Дону. 

Генетически различаются и изоляты сиквенс-типа ST366 

серогруппы 2–14, выделенные в г. Сочи, среди которых 6 

изолятов имели RAPD-генотип С1, а два – С3; другой RAPD-

генотип (G3) имел изолят ST366 серогруппы 1, выделенный 

в г. Хабаровск. Каковы генетические отличия изолятов 

L. pneumophila, имеющих один и тот же сиквенс-тип, но раз-

личающихся по RAPD-генотипу, и как эти отличия могут 

влиять на их биологические свойства, в том числе на их па-

тогенный потенциал для человека, вероятно, можно будет 

понять после биоинформатического анализа результатов 

полногеномного секвенирования таких изолятов. 

Основной причиной циркулирования L. pneumophila в си-

стемах горячего водоснабжения г. Сочи, вероятнее всего, 

явилась сравнительно невысокая температура воды в них 

(диапазон температур составлял от 28 до 61°С) (табл. 1), 

которая была вполне благоприятной для роста и размноже-

ния легионелл. Об этом свидетельствует тот факт, что по-

следующее повышение температуры горячей воды в г. Сочи 

до 80°С позволило освободить системы горячего водоснаб-

жения от легионелл [34]. Мониторинг L. pneumophila в систе-

мах горячего водоснабжения, изучение принадлежности их 

к серогруппе и сиквенс-типу позволяет с большей долей ве-

роятности оценить патогенный потенциал выделенных леги-

онелл и провести необходимые мероприятия по их элимина-

ции из водных источников, предупредив тем самым возмож-

ное возникновение легионеллезной инфекции.
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Протекторное действие супернатантов 
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из вечной мерзлоты на ДНК лейкоцитов крови 

лабораторных мышей 
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В последние десятилетия наблюдается повышенный интерес как к известным пробиотикам, так и к новым источникам, 
раскрытие потенциала которых позволит сохранить и поддержать здоровье. С помощью современного метода моле-
кулярной генотоксикологии «комета-тест» исследовано защитное действие метабиотиков и/или лизатов реликтовых 
бактерий Bacillus sp., выделенных из вечной мерзлоты Центральной Якутии, на ДНК лейкоцитов периферической 
крови лабораторных мышей. Из бактериальных культур получали лизаты после обработки с помощью Френч-пресса 
или ультразвука в выбранных режимах. Лейкоциты крови мыши инкубировали в течение 20 мин при 37°С в присут-
ствии супернатантов лизатов либо нативных клеток и подвергали нагрузочному тесту (пероксид водорода в концен-
трации 20 мкМ в течение 10 мин при 37°С).
Обнаружено, что уровень повреждений ДНК в присутствии супернатантов лизатов в среднем достоверно (на 40%) 
меньше по сравнению с контролем (инкубация в фосфатном буфере) и по сравнению с инкубацией в супернатанте от 
нативных бактерий (метабиотик), который не показал защитного действия. Показано, что защитный эффект сохранял-
ся при разведении супернатантов лизатов Bacillus sp. в 18 раз, а его величина линейно зависела от длительности 
инкубации (10–40 мин). Полученные результаты свидетельствуют о перспективности применения лизатов Bacillus sp. 
в биомедицине.
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П
олезные свойства пробиотиков для улучшения здо-

ровья, модуляции иммунной системы, лечения цело-

го ряда заболеваний большинством исследователей счи-

таются установленными [1, 2]. Однако существует и про-

тивоположное мнение, что пробиотики полезны только 

для желудочно-кишечного тракта, в то время как их 

эффект на целостный организм преувеличен [3]. В послед-

нее время появились сведения о феноменальной жизне-

способности некоторых бактерий из древней каменной 

соли [4], янтаря [5] и вечной мерзлоты [6], возраст кото-

рых достигает десятков и даже сотен миллионов лет [7]. 

Вероятно, такие бактерии способны защищать геном в 

течение своего продолжительного существования [8, 9]. 

Есть предположение, что такие бактерии могут быть 

полезны в геронтологии [10]. 

Цель нашей работы состояла в оценке возможности за-

щитного действия метабиотиков и/или лизатов реликтовых 

бактерий Bacillus sp., выделенных из вечной мерзлоты 

Центральной Якутии [11], на ДНК лейкоцитов крови лабора-

торных животных. Параллельно решались задачи оптими-

зации условий культивирования бактерий для последующе-

го получения метабиотиков и лизатов в необходимом объ-

еме, а также способов получения лизатов.

Материалы и методы

Штамм бактерий, условия выращивания

В работе использовали штамм бактерий Bacillus sp., полу-

ченный из Государственной коллекции патогенных микро-

организмов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск». 

Бактериальную культуру выращивали в жидкой среде LB 

[12], содержащей бакто-триптон (Difco, США) – 10 г/л, дрож-

жевой экстракт (Difco, США) – 5 г/л, NaCl – 10 г/л, на орби-

тальном шейкере при 37°С, 130 об./мин. В качестве агаризо-

ванной среды для бактерий Bacillus sp. использовали рыбно-

пептонный агар (1 л отвара из 500 г рыбы, 10 г пептона, 5 г 

NaCl, 15 г агара (Pronadisa, Испания), рН 7,0–7,2, автоклави-

рование при 121°С 20 мин).

Protective action of supernatant lysates of relict bacteria 
Bacillus sp. from permafrost on the blood leukocytes DNA 
of laboratory mice
(dedicated to the memory of Potapov V.D.)

M.V.Averin1, M.B.Borodulin1, A.B.Gapeev1,2, G.I.Griva2, N.S.Zakharchenko3, S.G.Ignatov4, V.P.Melnikov1,5, 

V.D.Potapov4 , E.B.Rukavtsova4, R.N.Khramov1,6, T.G.Shcherbatyuk7, A.V.Brouchkov8,9 

1Autonomous non-profit organization «Provincial Academy», Tyumen, Russian Federation;
2Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences – a separate subdivision of the Federal Research 

Center «Pushchino Scientific Center for Biological Research of the Russian Academy of Sciences», Pushchino, 
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3Branch of the Academicians M.M.Shemyakin and Yu.A.Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian 

Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation;
4State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology, Obolensk, Russian Federation; 
5Institute of Earth Cryosphere Tyumen Scientific Center of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences;
6Institute for Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences, Pushchino, Russian Federation;
7Nizhny Novgorod Research Institute of Hygiene and Occupational Pathology of Rospotrebnadzor, Nizhny Novgorod, 

Russian Federation;
8Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation;
9Tyumen State University, Tyumen, Russian Federation

In recent decades, there has been an increased interest in both known probiotics and new sources, the disclosure of the 
potential of which will preserve and maintain human health. The protective effect of metabiotics and/or lysates of relic bacteria 
Bacillus sp., isolated from the permafrost of Central Yakutia, on the DNA of peripheral blood leukocytes of laboratory mice was 
studied using the modern method of molecular genotoxicology «comet-test». Lysates were obtained from bacterial cultures after 
treatment with a French press or ultrasound in the selected modes. Mouse blood leukocytes were incubated for 20 min at 37°C 
in the presence of lysate supernatants or native cells, and subjected to a stress test (hydrogen peroxide at a concentration of 
20 μM for 10 min at 37°C).
It was found that the level of DNA damage in the presence of lysate supernatants was on average significantly lower by 40% 
compared with the control (incubation in phosphate buffer) and compared with incubation in the supernatant from native 
bacteria (metabiotic), which did not show a protective effect. It was shown that the protective effect was preserved when the 
supernatants of Bacillus sp. lysates were diluted. 18 times, and its value linearly depended on the duration of incubation for 
10–40 minutes. The results obtained indicate the prospects for the use of lysates of Bacillus sp. in biomedicine.
Key words: Bacillus sp., bacterial lysates, leukocyte DNA, protective effect
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Животные 

В работе использовали лабораторных мышей линии 

BALB/c.

Определение кривых роста бактерий Bacillus sp.

Бактериальную культуру Bacillus sp. выращивали в тече-

ние 3 суток в жидкой среде LB на орбитальном шейкере при 

37°С, 130 об./мин. Вначале вносили 1 мл ночной культуры с 

титром 1 × 1011 КОЕ/мл в 100 мл жидкой среды LB. Опти-

ческую плотность культуры определяли при 600 нм на спек-

трофотометре SHIMADZU UV-1800 (Япония). Для подсчета 

колоний периодически отбирали пробы, разводили культуру 

в 106 раз жидкой средой LB, шпателем втирали разведения 

в чашки Петри с агаризованной средой РПА по 100 и 200 

мкл. Определяли КОЕ (количество колониеобразующих еди-

ниц) в 1 мл культуры бактерий по формуле: (число колоний, 

выросших после разведения × коэффициент разведения) / 

объем разведенной суспензии для посева. Параллельно для 

некоторых точек роста было определено количество клеток 

в культуральной жидкости на цитофлуориметре NovoCyte 

(Agilent, США). 

Приготовление лизатов бактерий Bacillus sp.

После культивирования и разведения биомассы в фос-

фатном буфере (ФБ) в 6 раз (136,7 мМ NaCl, 2,7 мМ KCl, 

8,1 мМ Na2HPO4, 1,5 мМ KH2PO4, pH = 7,2) бактерии Bacillus 

sp. были высеяны для подсчета клеток в чашки Петри на 

среду РПА. Полученная биомасса может храниться в замо-

роженном виде при -20°С как минимум в течение 8 мес. без 

потери свойств. Для приготовления лизатов бактерий часть 

клеток в ФБ была разрушена на Френч-прессе (ИБФМ РАН, 

Пущино, Россия) при 2000 атм. Другую часть клеток в ФБ 

разрушали ультразвуком (20 кГц, 30-секундная обработка 

ультразвуком с минутным интервалом между тремя повто-

рами) при интенсивности до 1 кДж на аппарате Sonicator 

(QSonica, США). С помощью центрифугирования (3 мин при 

10000 об./мин, центрифуга MiniSpin, Германия) получены 

супернатанты, содержащие экстра- и внутриклеточные ме-

таболиты бактерий, но не содержащие сами бактерии и их 

обломки. Микроскопическое исследование лизатов бакте-

рий Bacillus sp. проводили на световом микроскопе Zeiss 

Axio Imager A1 (Zeiss, Германия), для фотографирования 

использовали фотокамеру Axiocam 506C camera (Zeiss, 

Германия).

Метод ДНК-комет (comet assay)

Были приготовлены микроскопные слайды из трех слоев 

0,5%-й легкоплавкой агарозы (Serva, Германия) с лейкоци-

тами из периферической крови мышей, иммобилизованны-

ми в средний слой. Далее проводили процедуры «комета-

теста»: лизис клеток в лизирующем растворе (1%-й лаурил-

саркозинат натрия, 2,5 М NаС1, 0,1 М ЭДТА, 0,01 М трис-НСl, 

рН 10 и 1%-й Тритон Х-100) в течение 25 мин при 37°С; ще-

лочная денатурация ДНК в щелочном растворе (0,3 М NаОН, 

0,001 М ЭДТА, рН >13) в течение 20 мин при 4°С; электро-

форез в свежей порции щелочного раствора в течение 

20 мин при 4°С в электрофоретической камере SE-1/S-1N 

(ООО «Компания Хеликон», Москва) при напряженности 

электрического поля 2 В/см и силе тока 300 мА; ренатурация 

ДНК при нормальном рН; окрашивание ДНК в ФБ, содержа-

щем 1 мкг/мл бромистого этидия, в течение 1 ч. Перед ана-

лизом каждый слайд в течение 5 мин промывали в дистил-

лированной воде и накрывали покровным стеклом. Все 

процедуры проводили при искусственном освещении с ис-

пользованием ламп накаливания во избежание возникнове-

ния дополнительных повреждений ДНК в клетках. Препараты 

анализировали с использованием аппаратно-программного 

комплекса «Комет Эксперт» (ООО «Ген Эксперт», Пущино). 

В качестве индикатора величины поврежденности ДНК ис-

пользовали процентное содержание ДНК в «хвосте кометы» 

(%ТДНК) [13]. Из каждого образца крови готовили необходи-

мое число слайдов в соответствии с числом воздействий. На 

каждом слайде регистрировали по 30–50 изображений 

«комет», по которым рассчитывали средний уровень %ТДНК. 

Средние значения и стандартные ошибки среднего для каж-

дого варианта воздействия вычисляли по результатам неза-

висимых экспериментов (n ≥ 9).

 Анализ генотоксического действия пероксида водорода 

при использовании супернатантов бактерий Bacillus sp.

С использованием супернатантов бактерий Bacillus sp. и 

супернатантов их лизатов проведена серия экспериментов 

(при разведении супернатантов в 6 раз) с лейкоцитами 

крови мыши методом ДНК-комет по следующему протоколу. 

К 40 мкл раствора (в 4 вариантах: ФБ, супернатант от на-

тивных бактерий, супернатант от бактерий после Френч-

пресса, супернатант от бактерий после обработки ультра-

звуком) добавляли 1,5 мкл периферической крови мыши, 

взятой из хвостовой вены, инкубировали 20 мин при 37°С. 

Далее готовили микроскопные агарозные слайды для мето-

да ДНК-комет (по 3 слайда после каждого варианта инкуба-

ции). Готовые препараты инкубировали в присутствии гено-

токсического агента – 20 мкМ пероксида водорода (нагру-

зочный тест) в течение 10 мин при 37°С.

 Анализ зависимости защитного эффекта супернатантов 

бактерий Bacillus sp. от длительности экспозиции

К 40 мкл растворов (в 4 вариантах: ФБ, супернатант от 

нативных бактерий, супернатант лизата, полученного из 

бактерий с помощью Френч-пресса, супернатант лизата, 

полученного из бактерий после обработки ультразвуком), 

добавляли по 1,5 мкл периферической крови мыши, взятой 

из хвостовой вены, и инкубировали в течение 10, 20 и 40 мин 

при 37°С. Далее готовили микроскопные агарозные слайды 

для метода ДНК-комет, по 3 слайда после каждого варианта 

инкубации. Готовые препараты инкубировали в присутствии 

20 мкМ пероксида водорода (нагрузочный тест) в течение 

10 мин при 37°С.

 Анализ зависимости защитного эффекта 

от концентрации супернатантов бактерий

Для оценки зависимости защитного эффекта от концен-

трации супернатантов проведена серия экспериментов (при 

разведении супернатантов в 18 раз) с лейкоцитами крови 

мыши методом ДНК-комет по следующему протоколу. К 

40 мкл растворов (в 4 вариантах: ФБ, супернатант от натив-

ных бактерий, супернатант от бактерий после Френч-пресса, 

супернатант от бактерий после обработки ультразвуком) 
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добавляли по 1,5 мкл периферической крови мыши, взятой 

из хвостовой вены, и инкубировали 20 мин при 37°С. Далее 

готовили микроскопные агарозные слайды для метода ДНК-

комет, по 3 слайда после каждого варианта инкубации. 

Готовые препараты инкубировали в присутствии 20 мкМ 

пероксида водорода (нагрузочный тест) в течение 10 мин 

при 37°С.

Статистический анализ

Все эксперименты проведены по протоколу «слепого кон-

троля», когда экспериментатор, проводивший измерения, не 

знал, какие воздействия были использованы. Все данные 

представлены в виде среднего значения ± стандартная 

ошибка. Поскольку данные имели нормальное распределе-

ние (по тесту Колмогорова–Смирнова), то статистический 

анализ проводили с использованием ANOVA и критерия 

Даннета для множественного сравнения (p < 0,01), при пар-

ном сравнении групп данных использовали t-критерий 

Стьюдента или U-критерий Манна–Уитни (p < 0,05).

Результаты исследований

Первоначально было проведено выращивание бактерий 

Bacillus sp. при оптимальных условиях, установленных нами 

ранее [14] (жидкая среда LB, 37°С, 130 об./мин). Оптическую 

плотность культуры определяли при 600 нм на спектрофото-

метре в течение 3 суток (рис. 1А). Динамику роста культуры 

определяли с помощью подсчета колоний на цитофлуориме-

тре NovoCyte (Agilent, США), а также путем рассева культуры 

на чашки Петри. Анализ культивирования исследуемых бак-

терий показал, что рост замедлялся после максимального 

накопления биомассы (6 ч) в конце экспоненциальной фазы, 

затем наблюдалось снижение числа живых бактерий (рис. 

1Б). Приведенные графики демонстрируют, что определе-

ние количества живых бактерий по оптической плотности не 

всегда информативно, особенно после экспоненциальной 

фазы роста. 

Полученные данные могут иметь важное значение для 

оптимизации условий культивирования бактерий Bacillus sp. 

и дальнейшего применения метабиотиков и пробиотиков на 

их основе в прикладных биотехнологических исследованиях 

и медицине [15].

Для дальнейших экспериментов на лейкоцитах крови ла-

бораторных мышей были приготовлены лизаты бактерий 

Bacillus sp. Часть клеток в ФБ была разрушена на Френч-

прессе при 20 атм, другая часть клеток в ФБ была разруше-

на импульсным ультразвуком. Микроскопическое исследо-

вание бактерий Bacillus sp. показало, что разрушение клеток 

с помощью Френч-пресса более эффективно по сравнению 

с воздействием ультразвука (рис. 2). Это же подтвердилось 

с помощью высева на чашки Петри со средой РПА. Подсчет 

колоний показал, что в контрольных неразрушенных образ-

цах количество бактерий составило 4,8 × 107 КОЕ/мл, после 

ультразвука – 2,7 × 107 КОЕ/мл, после Френч-пресса – 

1 × 107 КОЕ/мл. С помощью центрифугирования получены 

супернатанты, содержащие экстра- и внутриклеточные ме-

таболиты бактерий, но не содержащие самих бактерий, спор 

и их обломков, что подтверждено с помощью световой ми-

кроскопии, а также высева на чашки Петри со средой РПА. 

Эти супернатанты лизатов бактерий использовали в экспе-

риментах по оценке уровня повреждений ДНК в лейкоцитах 

крови лабораторных мышей.

Ранее нами показано, что предварительное воздействие 

на лейкоциты крови лабораторных животных определенных 

агентов (низкие наномолярные концентрации пероксида во-

дорода, низкоинтенсивное электромагнитное излучение 

крайне высоких частот, оранжево-красный свет) значитель-

но снижало уровень повреждений клеточной ДНК при по-

следующем действии агентов окислительного стресса и ал-

Рис. 1. Рост бактерий Bacillus sp. при периодическом культиви-

ровании. А – динамика изменения оптической плотности при 600 нм; 

Б – динамика роста бактерий (КОЕ/мл). Измерения проводили в трех 

аналитических и трех биологических повторностях. Различия оцени-

вали с использованием непараметрического критерия Манна–Уитни.
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килирующих агентов [16, 17]. В рамках настоящего исследо-

вания проверена гипотеза о том, что предварительная об-

работка лейкоцитов крови метабиотиком и/или лизатом ре-

ликтовых бактерий Bacillus sp. способна защищать ДНК от 

повреждающего действия пероксида водорода путем повы-

шения эффективности систем репарации ДНК.

Для оценки уровня повреждений ДНК в лейкоцитах крови 

лабораторных мышей линии BALB/c использовали совре-

менный метод молекулярной генотоксикологии «комета-

тест» (метод ДНК-комет, comet assay) [13–18]. Метод осно-

ван на анализе картины электрофореза нуклеоидов индиви-

дуальных клеток, ДНК которых окрашена флуоресцентным 

красителем. Свое название метод получил из-за визуально-

го сходства получаемых электрофореграмм с кометами: 

наблюдаются яркая флуоресцирующая «голова кометы» и 

«хвост», образующийся в результате миграции поврежден-

ных или расплетенных участков ДНК после электрофореза в 

агарозном геле. 

Оценка генотоксического действия с использованием ме-

тода ДНК-комет показала, что уровень повреждений ДНК в 

лейкоцитах крови мыши, инкубированных в присутствии су-

пернатантов лизатов, полученных от суспензии бактерий 

после обработки с помощью Френч-пресса и ультразвука в 

выбранных режимах в течение 20 мин при 37°С, в нагрузоч-

ном тесте (пероксид водорода в концентрации 20 мкМ в тече-

ние 10 мин при 37°С) оказывается в среднем достоверно на 

40% меньше по сравнению с контролем (инкубация в ФБ) и по 

сравнению с инкубацией в супернатанте от нативных бакте-

рий (p < 0,002 по множественному критерию Даннета) (рис. 3).

Для оценки зависимости защитного эффекта от длитель-

ности экспозиции проведена серия экспериментов (при раз-

ведении супернатанта в 6 раз) с лейкоцитами крови мыши 

методом ДНК-комет. Оценка генотоксического действия 

показала, что уровень повреждений ДНК в лейкоцитах 

крови мыши, инкубированных в присутствии супернатанта, 

полученного от суспензии бактерий Bacillus sp. после обра-

ботки с помощью Френч-пресса и ультразвука в выбранных 

режимах в течение 10, 20 и 40 мин при 37°С, в нагрузочном 

тесте (пероксид водорода в концентрации 20 мкМ в течение 

10 мин при 37°С) оказывается в среднем достоверно мень-

ше по сравнению с контролем (инкубация в ФБ) (p < 0,01 по 

множественному критерию Даннета) (рис. 4).

Таким образом, показано наличие защитного эффекта 

супернатантов лизатов реликтовых бактерий Bacillus sp. на 

ДНК лейкоцитов крови мыши при ее повреждении перокси-

Рис. 3. Уровень повреждений ДНК в лейкоцитах крови мыши 

после нагрузочного теста (20 мкМ пероксида водорода, 10 мин 

при 37°С) при инкубации клеток (20 мин при 37°С) в фосфатном 

буфере (контроль), супернатанте от нативных бактерий Bacillus 

sp., супернатанте от бактерий после Френч-пресса, супернатан-

те от бактерий после обработки ультразвуком (разведение 

супернатанта в 6 раз). Указаны достоверные различия по мно-

жественному критерию Даннета (p < 0,002), n ≥ 9.

Рис. 4. Зависимость уровня повреждений ДНК в лейкоцитах 

крови мыши после нагрузочного теста (20 мкМ пероксида водо-

рода, 10 мин при 37°С) от длительности инкубации клеток (10–

40 мин при 37°С) в фосфатном буфере (контроль), супернатанте 

от нативных бактерий Bacillus sp., супернатанте от бактерий 

после Френч-пресса, супернатанте от бактерий после обработ-

ки ультразвуком (разведение супернатанта в 6 раз). Указаны 

достоверные отличия от уровня в контроле по t-критерию 

Стьюдента, p < 0,01, n ≥ 9.

Рис. 5. Уровень повреждений ДНК в лейкоцитах крови мыши 

после нагрузочного теста (20 мкМ пероксида водорода, 10 мин 

при 37°С) при инкубации клеток (20 мин при 37°С) в фосфатном 

буфере (контроль), супернатанте от нативных бактерий Bacillus 

sp., супернатанте от бактерий после Френч-пресса, супернатан-

те от бактерий после обработки ультразвуком (разведение 

супернатантов в 18 раз). Указаны достоверные отличия от уров-

ня в контроле по множественному критерию Даннета, p < 0,01, 

n ≥ 9.
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дом водорода в нагрузочном тесте. Величина обнаруженного 

защитного эффекта линейно зависела от длительности инку-

бации лейкоцитов в присутствии супернатантов лизатов в 

течение 10–40 мин. Максимальный защитный эффект соста-

вил около 45% при длительности инкубации 10 мин в присут-

ствии супернатантов лизатов бактерий Bacillus sp. (рис. 4).

Для анализа зависимости защитного эффекта от концен-

трации супернатантов проведена серия экспериментов (при 

разведении супернатантов в 18 раз) с лейкоцитами крови 

мыши методом ДНК-комет. Оценка генотоксического дей-

ствия показала, что защитный эффект супернатантов лиза-

тов бактерий Bacillus sp., разрушенных с помощью френч-

пресса и импульсного ультразвука, на ДНК лейкоцитов 

крови мыши сохранялся при разведении супернатантов в 18 

раз (p < 0,01 по множественному критерию Даннета) (рис. 5).

Таким образом, полученные результаты продемонстриро-

вали наличие защитного эффекта экстракта реликтовых 

бактерий Bacillus sp. на ДНК лейкоцитов крови мыши при ее 

повреждении пероксидом водорода в нагрузочном тесте. 

Защитный эффект наблюдался в диапазоне кратностей раз-

ведения супернатантов лизатов бактерий от 6 до 18.

Обсуждение 

Известно, что некоторые представители рода бактерий 

Bacillus (например, B. subtilis) являются пробиотиками. 

Например, в исследованиях на мышах споры B. subtilis ока-

зывали иммуностимулирующий эффект при пероральном 

применении [19]. При применении аналогичных препаратов 

для кормления рыб также показано, что B. subtilis изменяет 

показатели крови и улучшает неспецифический иммунитет 

(non-specific immunity) [20–23]. Препараты на основе этих 

бактерий могут применяться в качестве замены антибиоти-

ков при выращивании овец [24] и кур-бройлеров (broiler 

chickens) [25]. Другие исследователи изучали эффект имму-

ностимулирующих бактерий B. licheniformis XY-52 на рыбах 

grass carp [26]. С применением хроматографии и последую-

щей перекристаллизации авторами были получены два очи-

щенных метаболита Cyclo (Phe-Tyr) и Cyclo (Phe-Gly). При 

включении в диету карпов этих добавок значительно увели-

чились гуморальные показатели врожденного иммунитета, 

кроме того, заметно возросла устойчивость к инфекциям.

Из морской воды выделен новый штамм B. subtilis AG4, из 

которого экстрагирован и выделен экзополисахарид EPSR4, 

демонстрирующий значительную биологическую активность 

[27]. На различных линиях клеточных культур человека по-

казана антиоксидантная активность этого метаболита, про-

тивоопухолевые и противовоспалительные свойства. 

Препарат на основе EPSR4 может в дальнейшем использо-

ваться в качестве вспомогательной терапии при болезни 

Альцгеймера. Широко распространенные бактерии рода 

Bacillus могут быть источником ряда полипептидных анти-

биотиков, особенно ценных для использования против пато-

генов человека, приобретших устойчивость к обычным анти-

биотикам [28, 29]. Таким образом, бактерии рода Bacillus 

могут выделять ряд ценных для человека и животных мета-

болитов, обладающих иммуностимулирующими, антибакте-

риальными и антиоксидантными свойствами. Ранее показа-

на пробиотическая активность реликтовых бактерий B. cereus 

F на мышах, зараженных бактериями Salmonella enterica var. 

enteritidis [30]. Эти бактерии при пероральном введении за-

щищали мышей от инфекции, вызванной сальмонеллами. 

Таким образом, штамм бактерий Bacillus sp. в дальнейшем 

может быть использован в качестве пробиотика. 

Задачей данного исследования было изучение действия 

лизатов, полученных разными способами из реликтовых бак-

терий Bacillus sp., на ДНК лейкоцитов крови мыши, повреж-

денной пероксидом водорода. ДНК несет генетическую ин-

формацию, которая управляет сложными биологическими 

процессами, и поддержание стабильного генома имеет ре-

шающее значение для индивидуального роста и развития, а 

также для нормального развития организма. Репарация ДНК 

представляет собой фундаментальный и консервативный 

механизм, ответственный за исправление поврежденной 

ДНК и восстановление стабильности генома, поэтому нару-

шение его функционирования тесно связано с множествен-

ными заболеваниями, особенно при старении [31]. В послед-

ние годы был достигнут заметный прогресс в области иссле-

дований репарации ДНК при геронтогенезе, что позволило 

сформулировать некоторые закономерности, определяющие 

взаимосвязь между повреждением ДНК, ее репарацией, ста-

рением и заболеваниями, связанными со старением [32]. В 

частности, старение отрицательно влияет на эффективность 

систем репарации ДНК; некачественная репарация ДНК на-

прямую связана со старением и ассоциированными со старе-

нием болезнями; накопление повреждений ДНК, связанное с 

возрастом, и начало старения образуют порочный круг. В 

связи с этим усиление репарации ДНК может быть общим 

механизмом в различных стратегиях (оздоровления) омоло-

жения [33], продления периода мезогенеза. 

Ранее были показаны ДНК-протекторные свойства ряда 

биоактивных молекул, например витаминов С и Е, полифе-

нолов [34], антиоксидантов [35, 36], а также веществ, содер-

жащихся в растительных маслах [37], в частности, орегано и 

тимьяна, некоторых фруктах [38] и растениях [39, 40], в том 

числе ферментированных микроорганизмами [41]. Многие 

растения могут защитить клетки от окислительного стресса 

[42], причем около половины таких препаратов прямо или 

косвенно происходят из натуральных продуктов [43]. 

Нами продемонстрирована заметная зависимость защит-

ного эффекта лизатов Bacillus sp. на ДНК лейкоцитов крови 

мыши при ее повреждении пероксидом водорода в нагру-

зочном тесте от условий предварительного инкубирования 

лейкоцитов в присутствии лизатов. Полученный нами про-

текторный эффект сравним с действием такого известного 

ДНК-протектора, как тимидин [44], или специфический ДНК-

связанный белок, полученный из культуры Escherichia coli 

[45], или бактериальные мини-ферритины [46].

Величина обнаруженного защитного эффекта линейно 

зависела от длительности инкубации в течение 10–40 мин и 

слабо зависела от кратности разведения супернатантов ли-

затов, по крайней мере в диапазоне 6–18. Интересно отме-

тить, что величина защитного эффекта лизатов, полученных 

разным способом, достоверно не отличалась, хотя эффек-

тивность разрушения была значительно выше при примене-

нии Френч-пресса по сравнению с разрушением ультразву-

ком. Это указывает на отличие в степени дезинтеграции 

бактерий этими способами.
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Полученные результаты не дают однозначного ответа о 

природе действующих факторов, которые лежат в основе 

защитных эффектов лизатов реликтовых бактерий Bacillus 

sp. на ДНК клеток животных. Ответ на этот вопрос требует 

детального анализа биологически активных веществ, со-

держащихся в получаемых субстанциях, с помощью 

хромато-масс-спектрометрических и других современных 

методов.
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Н о в о с т и  н а у к и

Эхинококкоз на юге России: эпидемиологические и эпизоотологические аспекты

Эхинококкоз человека – тяжелое паразитарное заболевание, вызываемое личиночной стадией Echinococcus granulosus и 

имеющее важное социально-экономическое значение.

Цель. Изучение и анализ современной эпидемиологической и эпизоотологической ситуации по эхинококкозу на юге 

России.

Материалы и методы. Проведены анализ заболеваемости эхинококкозом населения юга России и сероэпидемиологиче-

ское обследование 5404 жителей. Выполнен анализ карт эпидемиологического обследования случаев заболевания эхино-

коккозом на территории Карачаево-Черкесской Республики (КЧР). Изучена экстенсивность и интенсивность инвазии эхино-

кокками собак, сельскохозяйственных и диких животных.

Результаты. Наиболее высокие показатели заболеваемости населения страны эхинококкозом регистрируются на терри-

ториях Северо-Кавказского федерального округа. Анализ карт эпидемиологического обследования в КЧР показал, что на 

долю взрослого населения пришлось 74,5% случаев. У 76,4% больных в частных домовладениях были сельскохозяйствен-

ные животные; 73,9% больных содержали собак, регулярная дегельминтизация которых отсутствовала. Данные анализа 

карт эпидемиологического обследования согласуются с результатами исследований экстенсивности и интенсивности инва-

зии эхинококками сельскохозяйственных животных и собак на территории КЧР. Серологическое обследование условно 

здорового населения показало целесообразность применения иммуноферментного анализа на эндемичных территориях 

для ранней диагностики эхинококкоза, а также для изучения доли населения, контактирующего с возбудителем инвазии.

Заключение. Проблема эхинококкоза на юге России остается актуальной и требует пристального внимания специали-

стов лечебной сети и санитарно-эпидемиологической службы в плане своевременного выявления, лечения и профилактики 

данного заболевания.

Твердохлебова Т.И., Ковалев Е.В., Карпущенко Г.В., Болатчиев К.Х., Думбадзе О.С., 

Хуторянина И.В., Черникова М.П., Димидова Л.Л., Шемякова С.А., Черниговец Л.Ф. 

Инфекционные болезни. 2022; 20(2): 68–74. DOI: 10.20953/1729-9225-2022-2-68-74 
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Получение рекомбинантных антигенов вируса 

SARS-CoV-2 в различных системах экспрессии

Е.А.Панферцев, Т.В.Решетняк, А.А.Горбатов, П.В.Соловьев, Т.В.Федоров, 

Т.Э.Светоч, Е.В.Баранова, С.Ф.Бикетов 

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Целью настоящей работы являлось конструирование рекомбинантных антигенов вируса SARS-CoV-2 с использовани-
ем различных систем экспрессии для дальнейшего их применения в создании серологических тестов. В качестве 
исходного антигена был выбран N-белок вируса SARS-CoV-2. Для этого синтезирован de novo ген, кодирующий синтез 
нуклеокапсидного белка SARS-CoV-2 (N-белок) в клетках Escherichia coli. На основе этого ген-эквивалента созданы 
новые рекомбинантные белки, содержащие различные домены N-белка. Для клонирования фрагментов ДНК, кодиру-
ющих биологически-активные домены N-белка, и исследования их иммунобиологических свойств использовали раз-
личные системы экспрессии «вектор–хозяин». В результате работы создан набор рекомбинантных антигенов и штам-
мов E. coli, способных их продуцировать. 
Ключевые слова: COVID-19, N-белок, Escherichia coli, аффинная хроматография, SARS-CoV-2, плазмида
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The aim of this work was to construct recombinant antigens of the SARS-CoV-2 virus using various expression systems for their 
further application in the creation of serological tests. The N-protein of the SARS-CoV-2 virus was selected as the initial antigen. 
For this purpose, a de novo gene encoding the synthesis of the nucleocapsid protein SARS-CoV-2 (N-protein) in Escherichia 
coli cells was synthesized. Based on this gene equivalent, new recombinant proteins containing various N-protein domains have 
been created. Various «host vector» expression systems were used to clone DNA fragments encoding biologically active 
N-protein domains and study their immunobiological properties. 
As a result of the work, a set of recombinant antigens and E. coli strains capable of producing them was created.
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П
андемия тяжелого острого респираторного синдрома 

SARS-CoV-2 является важным социально значимым 

событием последних лет. Одним из приоритетных направле-

ний исследований сегодня является изучение возможностей 

разработки технологий использования различных макромо-

лекул вируса для создания диагностических средств и вак-

цин. Совершенствование методов серологической диагно-

стики COVID-19 и наличие для этих целей доступных средств 

чрезвычайно важно не только для установления этиологии 

инфекции, но и для корректной оценки формирования попу-

ляционного и индивидуального иммунитета, а также изуче-

ния длительности его сохранения [1].

 Возбудитель заболевания COVID-19, вирус SARS-CoV-2, 

принадлежит к семейству сферических коронавирусов с по-

ложительной цепью РНК – Coronaviridae. Геном вируса коди-

рует четыре основных структурных белка: спайковый белок 

(S-белок), белок оболочки (E), мембранный белок (M) и ну-

клеокапсидный белок (N-белок). N-белок представляет 

собой щелочной белок pI (10,07) с короткой, богатой лизи-

ном областью, состоящий из 419 аминокислотных остатков 

и связывающийся с РНК вирусного генома с образованием 

нуклеокапсида [2]. Исследования показали, что N-белок 

представляет собой компактный переплетенный димер, по-

добный аналогичным белкам коронавирусов SARS и других 

родственных коронавирусов [3]. N-белок достаточно консер-

вативен, обладает сильной иммуногенностью [4], может ин-

дуцировать выработку большого количества антител в сыво-

ротке инфицированных людей [5] и, следовательно, удобен 

для применения в серологических тестах. Существуют дан-

ные, что антитела к N-белку SARS-CoV-2 более чувствитель-

ны, чем антитела к спайковому белку, для обнаружения 

раннего заражения [6]. Экспрессия рекомбинантного 

N-белка, пригодного для диагностических целей, в прокари-

отических системах, таких как Escherichia coli, является 

экономически и практически более эффективной, в отличие 

от экспрессии S-белка, требующей преимущественно эука-

риотических систем [7–10].

Целью настоящей работы являлось конструирование 

рекомбинантных антигенов вируса SARS-CoV-2 с использо-

ванием различных систем экспрессии для дальнейшего их 

применения в создании серологических тестов. 

Материалы и методы

Анализ нуклеотидной последовательности и трансляцию 

последовательности гена n в аминокислотную последова-

тельность N-белка проводили с использованием пакета про-

грамм DNASTAR LASERGENE. Для синтеза ген-эквивалента, 

кодирующего N-белок, с целью последующего переклониро-

вания в экспрессирующую векторную ДНК была использова-

на нуклеотидная последовательность вируса SARS-CoV-2, 

выделенного в г. Ухань (КНР) и представленная в ресурсе 

NCBI (Acc.NAY572034). Синтез нуклеотидной последова-

тельности гена n, кодирующего синтез полного N-белка 

SARS-CoV-2 размером 1287 пар оснований (п.о.), был произ-

веден в лаборатории GENE CUST (Франция). 

Для удобства последующего субклонирования синтезиро-

ванный фрагмент ДНК был клонирован в составе векторной 

плазмидной ДНК pUC57Km.

В структуру синтезированного гена n, размером 1287 п.о., 

были включены сайты рестрикции NcoI и BamHI для пере-

клонирования фрагментa ДНК в составе экспрессирующего 

вектора pSE380 (Invitrogen, США) под контроль сильного 

индуцибельного Тrc-промотора и полигистидиновый 

С-концевой домен, необходимый для иммунодетекции и аф-

финной хроматографической очистки белка. Данный мето-

дический подход позволил использовать синтезированный 

ген-эквивалент n размером 1287 п.о. для клонирования в 

нескольких экспрессирующих системах и получать гибрид-

ные белки с программируемыми иммунобиохимическими 

свойствами. 

Для этого рекомбинантную плазмидную ДНК pSE380 ре-

стрицировали эндонуклеазами рестрикции NcoI+ BamHI при 

температуре 37°С в течение 2 ч. Рекомбинантную плазмид-

ную ДНК pUC57KmNC также рестрицировали эндонуклеаза-

ми рестрикции NcoI+ BamHI при температуре 37°С в течение 

2 ч. Продукты гидролиза анализировали методом электро-

фореза в 0,9%-м агарозном геле в присутствие EtBr. 

Фрагмент ДНК размером 1287 п.о. выделяли из геля при 

помощи набора GeneJet Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific 

Inc, США). Далее ДНК-фрагмент лигировали с вектором 

pSE380, рестрицированным эндонуклеазами рестрикции 

NcoI+ BamHI, в течение 16 ч при температуре 4°С с исполь-

зованием ДНК-лигазы Т4 (Thermo Fisher Scientific Inc, США). 

Полученной лигазной смесью трансформировали компе-

тентные клетки E. coli DH5α. Отбор трансформантов прово-

дили на плотной питательной среде LA, содержащей 100 

мкг/мл ампициллина. Скрининг рекомбинантных плазмид, 

содержащих фрагменты ДНК 1287 п.о., осуществляли с ис-

пользованием полимеразной цепной реакции (ПЦР). В каче-

стве олигонуклеотидов использовали прямой и обратный 

праймеры, комплементарные областям векторной плазмиды 

pSE380. 

Условия реакции: режим ПЦР – 95°С / 30 с, 50°С / 30 с, 

72°С / 90 с / 30 циклов. Длительность последней стадии 

элонгации – 4 мин. Реакция протекала в 50mM KCl-буфере в 

присутствии 1,5 мМ MgCl2, 0,2мМ dNTP и 10 рМ каждого 

праймера. В качестве матрицы использовали лизаты тести-

руемых клонов. Применяли Taq-полимеразу фирмы Thermo 

Fisher Scientific Inc (США). Продукты ПЦР анализировали 

электрофорезом в 1,0%-м агарозном геле в присутствие 

EtBr. Электрофорез в агарозном геле проводили в Трис-

Борат-ЕДТА-буфере (89 мМ Трис, 89 мМ борной кислоты, 

2 мМ ЕДТА, pH 10).

Из ПЦР-позитивных клонов выделяли плазмидную ДНК с 

помощью набора GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo 

Fisher Scientific Inc, США), которую подвергали рестрикцион-

ному картированию с последующим секвенированием кло-

нированного гена n размером 1287 п.о.

В результате работы были отобраны клоны E. coli, содер-

жащие рекомбинантную плазмидную ДНК pSENC.

Для конструирования плазмид pETNC42 и pETGNC55 

фрагмент ДНК размером 597 п.о., кодирующий С-концевой 

фрагмент нуклеокапсидного белка вируса SARS-CoV-2, ам-

плифицировали при помощи ПЦР. В качестве матричной 

ДНК использовали плазмиду ДНК pSENC и праймеры: 

Forward primer N 597; 5`-aac cat ggc aac tcc agg cag cag tag ggg 

-3`; Reverse primer N1287; 5`-aag gat ccc tag tgg tgg tgg tg-3`. 
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Условия реакции. Режим ПЦР: 95°С / 30 с, 55°С / 30 с, 72°С 

/ 40 с / 30 циклов. Последняя стадия элонгации – 4 мин. 

Реакция протекала в 50 mM KCl-буфере в присутствии 

1,5 мМ MgCl, 0,2 мМ dNTP и 10 рМ каждого праймера. 

Использовали Taq-полимеразу фирмы Thermo Fisher Scientific 

Inc (США). Продукты ПЦР анализировали электрофорезом в 

1,0%-м агарозном геле в присутствии EtBr. Электрофорез в 

агарозном геле проводили в Трис-Борат-ЕДТА-буфере (89 

мМ Трис, 89 мМ борной кислоты, 2 мМ ЕДТА, pH 10).

После очистки ДНК при помощи набора GeneJet Extraction 

Kit (Thermo Fisher Scientific Inc, США) фрагмент был клониро-

ван в NcoI+ BamHI сайты рестрикции плазмидных векторов 

pET32b и pET41b стандартным рестриктазно-лигазным ме-

тодом.

Созданными плазмидами pETNC42 и pETGNC55 транс-

формировали компетентные клетки E. coli Bl21RP.

Для конструирования плазмиды pETNC16 фрагмент ДНК 

размером 548 п.о., кодирующий N-концевой фрагмент ну-

клеокапсидного белка вируса SARS-CoV-2, был амплифици-

рован при помощи ПЦР. В качестве матричной ДНК исполь-

зовали плазмиду ДНК pSENC и праймеры: Forward primer 

NC 548, 5`- aac cat ggc atc tga taa tgg ac-3`, Reverse primer 

NC548, 5`- aag gat ccc tag ccg cct ctg ctc cct tct g-3`. 

Условия реакции. Режим ПЦР: 95°С / 30 с, 55°С / 30 с, 

72°С / 40 с / 30 циклов. Последняя стадия элонгации – 4 мин. 

Реакция протекала в 50mM KCl-буфере в присутствии 

1,5 мМ MgCl2, 0,2мМ dNTP и 10 рМ каждого праймера. 

Использовали Taq-полимеразу фирмы Thermo Fisher 

Scientific Inc (США). Продукты ПЦР анализировали электро-

форезом в 1,0%-м агарозном геле в присутствии EtBr. 

Электрофорез в агарозном геле проводили в Трис-Борат-

ЕДТА-буфере (89 мМ Трис, 89 мМ борной кислоты, 2 мМ 

ЕДТА, pH 10).

После очистки фрагмента ДНК 548 п.о. при помощи на-

бора GeneJet Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific Inc, США) 

он был клонирован в NcoI+ BamHI сайты рестрикции плаз-

мидного вектора pET32b стандартным рестриктазно-лигаз-

ным методом.

Рекомбинантными плазмидными ДНК pSENC, pETNC42, 

pETNC16, pETGNC55 трансформировали компетентные 

клетки E. coli Bl21RP.

Штаммы-продуценты белков NC46, NC42, GNC55, NC16 

выращивали при температуре 37°C в жидкой аэрируемой 

среде LB c добавлением ампициллина (100 мкг/мл) или ка-

намицина (50 мкг/мл) в качалочных колбах до оптической 

плотности А600-0,6-0,8. Затем добавляли IPTG до 1 мМ и 

растили еще 4 ч. Клеточную суспензию центрифугировали 

при 7000 g в течение 10 мин и температуре 4°С. 

Выделение и очистку рекомбинантных белков, получен-

ных в различных системах экспрессии и содержащих в 

своем составе полигистидиновый С-концевой домен, прово-

дили при помощи аффинной хроматографии на Ni-хелатном 

сорбенте (NiSepfast BioToolomics, Великобритания) согласно 

протоколу фирмы-производителя. 

Степень очистки полученных белков анализировали ме-

тодом белкового электрофореза в денатурирующих услови-

ях по методу Лэммли с окраской Кумасси. 

Иммунологическую активность рекомбинантных белков, 

полученных в различных системах экспрессии, определяли в 

иммуноблоте с сыворотками крови людей, переболевших 

COVID-19, и сыворотками крови условно-здоровых доноров.

Препараты рекомбинантных белков после белкового 

электрофореза в денатурирующих условиях по методу 

Лэммли в 12%-м полиакриламидном геле переносили на 

нитроцеллюлозную мембрану (Millipore, США) в течение 1 ч 

в 0,025 м трис-HCl буферном растворе, содержащем 0,192 М 

глицина (рН 8,3) и 20% этанола. Места неспецифического 

связывания насыщали 5%-м раствором сухого обезжирен-

ного молока при 37°с в течение 1 ч в фосфатно-солевом 

буфере (ФСБ) рН 7,4 («ЭКО-СЕРВИС», Россия). Затем мем-

брану, содержащую рекомбинантные белки, инкубировали с 

сыворотками крови от людей, переболевших COVID-19, и 

сыворотками крови условно-здоровых доноров 1 ч при 37°с 

в ФСБ (ФСБ-Т) с добавлением 0,05% Твин-20. После отмыв-

ки в ФСБ-Т мембраны обрабатывали антивидовыми анти-

телами, меченными пероксидазой хрена (AntiHumanIgG-HRP 

Sigma, США), в течение 1 ч при 37°С. Затем мембраны про-

мывали в ФСБ-Т и проявляли в растворе хромагена (1 мг/мл 

3,3-диаминобензидин-тетрагидрохлорида в 50 мм трис-HCl 

буферном растворе (pH 7,4)). Реакцию останавливали от-

мыванием мембран в дистиллированной воде. 

Результаты и обсуждение 

В результате проведенной работы на основе синтетиче-

ского гена n были созданы штаммы E. coli – продуценты 

различных вариантов рекомбинантного N-белка вируса 

SARS-CoV-2.

Всего было получено четыре варианта рекомбинантного 

N-белка вируса SARS-CoV-2 с условными наименованиями: 

NC46, NC42, GNC55, NC16.

Белок NC46 с молекулярной массой 46 кДа представляет 

собой полный нуклеокапсидный белок, содержащий полный 

набор антигенных доменов N-белка вируса SARS-CoV-2. 

Физическая карта плазмиды pSENC представлена на 

рис. 1а.

 Белок NC42 с молекулярной массой 42 кДа представляет 

собой C-концевой фрагмент нуклеокапсидного белка, в ко-

тором N-концевой РНК-связывающий домен, присутствую-

щий в структуре нативного N-белка и родственных ему коро-

навирусов, заменен на ген trx, кодирующий синтез белка 

тиреодоксина, увеличивающего выход целевого белка. 

Физическая карта плазмиды pETNC42 представлена на 

рис. 1б.

Белок GNC55 с молекулярной массой 55 кДа представля-

ет собой C-концевой фрагмент нуклеокапсидного белка, в 

котором N-концевой РНК-связывающий домен, присутству-

ющий в структуре нативного N-белка и родственных ему 

коронавирусов, заменен на ген gst, кодирующий синтез 

белка глютатион-трансферазы, увеличивающего выход це-

левого белка. Физическая карта плазмиды pETNC16 пред-

ставлена на рис. 1г.

Белок NC16 с молекулярной массой 40 кДа представляет 

собой N-концевой РНК-связывающий домен, слитый с бел-

ком тиреодоксином. Физическая карта плазмиды pETNC16 

представлена на рис. 1в.

Использованные при конструировании новых плазмидных 

ДНК векторные системы с сильными промоторами Т7 и Trc 
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На утверждение

позволили осуществить высокоэффективную контролируе-

мую экспрессию целевых белков, достаточную для наработ-

ки необходимого количества антигенных препаратов с за-

данными свойствами.

Рекомбинантные белки NC46, NC42, GNC55, NC16 после 

культивирования, выделения и очистки имели в своем со-

ставе домены для иммунодетекции и аффинной хроматогра-

фической очистки.

Степень чистоты полученных препаратов после состави-

ла не менее 98% для каждого (рис. 2А).

При применении различных высокоэффективных систем 

«вектор–хозяин» при наработке рекомбинантных N-белков 

установлен различный выход целевого продукта из биомас-

сы. Так, при использовании гена trx, кодирующего синтез 

белка тиреодоксина, при получении NC42 выход в зависимо-

сти от эксперимента выше в 2–2,5 раза, чем при наработке 

NC46, GNC55, NC16 (таблица).

Антигенные свойства полученных рекомбинантных бел-

ков NC46, NC42, GNC55, NC16, подтвержденные в иммуно-

блоттинге с сыворотками крови от людей, переболевших 

COVID-19, и сыворотками крови условно-здоровых доноров 

(рис. 2Б), позволили судить о высокой специфической актив-

ности полученных препаратов. Молекулярная масса выяв-

ленных в иммуноблотинге антигенов совпадает с теоретиче-

ской молекулярной массой и данными электрофореза 

(рис. 2А).

Рис. 1. Физическая карта плазмид: а – pSENC, б – pETNC42, в – pETNC16, г – pETGNC55. 
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Заключение

Разработаны прокариотические векторные системы экс-

прессии рекомбинантных антигенов SARS-CoV-2 в клетках 

E. coli, к достоинствам которых можно отнести высокий 

выход целевого продукта и простоту его выделения. 

Экспериментально обоснована возможность применения 

полученных рекомбинантных антигенов SARS-CoV-2 для 

детекции антител к вирусу SARS-CoV-2 и использование их 

при конструировании диагностических серологических те-

стов (в форматах иммуноферментного анализа и иммуно-

хроматографии), а также при отборе и анализе различных 

биоматериалов (гипериммунных сывороток, моноклональ-

ных антител) с целью решения исследовательских и при-

кладных задач.
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Заболевания верхних дыхательных путей часто сопровождаются обнаружением микроскопических грибов рода 
Candida, значение которых недостаточно оценено. Грибы могут не только вызывать кандидоз, но и, участвуя в микроб-
ных ассоциациях, влиять на течение болезней, возбудителями которых являются бактерии. Данное исследование 
было проведено с целью обнаружения грибов рода Candida при хроническом тонзиллите у детей. Выделенные штам-
мы грибов изучали до вида по наличию морфологических признаков, типу филаментации, способности образовывать 
хламидоспоры, биохимическим свойствам и ассимиляции сахаров. Всего были обследованы 133 ребенка в возрасте 
2–14 лет (68 мальчиков и 65 девочек).
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significance of which is not sufficiently appreciated. Fungi can not only cause candidiasis, but affect the course of diseases 
caused by bacteria by participating in microbial associations. This study was conducted to detect fungi of the genus Candida 
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В
последние годы значительно взросла роль заболева-

ний грибковой инфекции в патологии человеческого 

организма [1]. Это часто связано с нарушением личной гиги-

ены, нерациональным применением антибиотиков и ухудше-

нием местного и общего иммунитета [2]. Грибковая инфек-

ция также случается при воспалительных заболеваниях 

ротовой полости, гингивите, периодонтите [3].

При всех перечисленных заболеваниях могут обнаружи-

ваться микроскопические грибы рода Candida, значение ко-

торых недостаточно оценивается врачами [1, 2]. Эти грибы 

могут не только вызывать кандидоз, но и, участвуя в ми-

кробных ассоциациях, влиять на течение болезней. В связи 

с этим число больных оральным кандидозом значительно 

увеличивается [4]. 

Дрожжеподобные грибы рода Candida обнаруживаются 

при хроническом тонзиллите на слизистой миндалин у 

взрослых лиц значительно чаще, чем у здоровых [5]. У детей 

среди болезней верхних дыхательных путей больший про-

цент принадлежит хроническому тонзиллиту, возбудителями 

которого чаще всего являются патогенные стафилококки и 

стрептококки, а также ассоциации этих бактерий с грибами 

рода Candida [6].

Грибы рода Candida представляют собой часть биоценоза 

организма, они взаимодействуют с условно-патогенными 

микроорганизмами и с представителями нормальной микро-

флоры человека [7]. Наиболее изучено влияние этих грибов 

на патологические состояния, при которых возбудитель на-

ходится на слизистой зева, в непосредственной близости от 

главного места обитания грибов Candida в организме чело-

века – слизистой ротовой полости [8].

Удалось расшифровать некоторые стороны механизма 

этого влияния и, в частности, установить, что в присутствии 
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грибов Candida снижается чувствительность бактерий-воз-

будителей к антибиотикам, а также иногда усиливается виру-

лентность бактерий [3]. Практическое значение этих данных 

еще более усиливается, если учесть, что грибы рода Candida 

обнаруживаются в последние годы в зеве больных хрониче-

ским тонзиллитом и у бактерионосителей [9]. Поэтому необ-

ходимо еще раз подчеркнуть, что при всех заболеваниях 

верхних дыхательных путей бактериальной природы рацио-

нально исследовать слизистую ротовой полости и зева на 

присутствие грибов рода Candida и в случае их обнаружения 

назначать противогрибковую терапию [10].

Источником инфекции кандидоза является не только соб-

ственная микрофлора организма, но также окружающая 

среда. Грибы, вызывающие патологии, своих свойств могут 

не менять, но организм хозяина может изменять свои свой-

ства – снижается иммунитет [2].

Патогенные грибы, прикрепляясь к поверхностям и про-

никая глубже к клеткам эпителия, вызывают патологический 

процесс [11]. Если лечить кандидоз своевременно, то он не 

причиняет особого вреда здоровью человека [1]. Однако сим-

птомы заболевания могут проявляются у пациентов в виде 

неприятных ощущений, и оно, в частности, может привести к 

повреждению репродуктивных органов и мочевыделитель-

ной системы [5].

Установлено, что грибы рода Candida выделяются от боль-

ных в остром периоде заболевания (около 25% случаев) и от 

носителей бактериальных инфекции (20% случаев) [10]. 

Показано также, что экспериментальная инфекция, вызван-

ная заболеванием верхних дыхательных путей в ассоциации 

с грибом Candida albicans, протекает значительно тяжелее, 

чем соответствующие моноинфекции [9].

Исследования инфекций, вызванных метициллин-рези-

стентными стафилококками, выявили наличие сопутствую-

щей грибной микрофлоры. [12]. В доступной литературе от-

сутствуют данные о ферментативных мутантах грибов 

Candida, как спонтанных, так и индуцированных [3]. В то же 

время имеется большое количество данных о том, что в ассо-

циациях с грибами Candida резко понижается чувствитель-

ность патогенных бактерий к антибиотикам. Наличие генети-

чески маркированных штаммов грибов позволит изучить это 

явление на генетическом уровне [7]. 

В предыдущих работах по сравнительному исследованию 

чувствительности местных штаммов грибов Candida к проти-

вогрибковым препаратам нами были получены данные, что 

наиболее эффективными из них были леворин и декамин, 

также наблюдалась повышенная чувствительность к нистати-

ну [12]. Эти данные следует учитывать при назначении проти-

вогрибковой терапии [3]. 

Цель исследования – выяснения частоты обнаружения 

различных видов грибов рода Candida при хроническом тон-

зиллите у детей. 

Материал и методы 

Всего были обследованы 133 ребенка в возрасте 2–14 лет 

(68 мальчиков и 65 девочек). Материал из зева забирали 

стандартным ватным тампоном, посев производили на 

среду Сабуро со стрептомицином с целью подсчета колоний 

грибов и выделения чистой культуры. При идентификации 

определяли род и вид гриба. Выделенные штаммы грибов 

изучали до вида по наличию морфологических признаков, 

типу филаментации, способности образовывать хламидо-

споры, биохимическим свойствам и ассимиляции сахаров. 

Для определения чувствительности грибков к антимикоти-

кам использовали тест-систему Fungi_test (BioRad, США).

Из выделенного от больных материала делали высевы на 

серию питательных сред для обнаружения стрептококковой 

инфекции. Для определения чувствительности выделенной 

сопутствующей микрофлоры к антибиотикам использовали 

диско-диффузионный метод. Выделенные культуры стреп-

тококков подвергались детальному изучению. 

Результаты и обсуждение 

Обследуемые дети находились на лечении в детском от-

делении клиники Самаркандского государственного меди-

цинского университета. Всем больным на основании осмо-

тра и заключения отоларинголога был поставлен диагноз 

«хронический тонзиллит». У большинства больных это за-

болевание сочеталось с другими (болезни желчевыводящей 

системы, ревматизм, пневмония и др.).

Из зева больных было выделено 60 штаммов дрожжепо-

добных грибов, что составило 45,1%. Наиболее часто выде-

ляли вид С. albicans (51 штамм, 85%). Из других видов были 

обнаружены С. pseudotropicalis (6), С. tropicalis (2) и С. krusei 

(1). Часть детей (38 человек) была обследована повторно, и у 

17 из них были вновь выделены грибы того же вида. У 

18 детей выявили значительную обсемененность миндалин 

грибами (100–1000 колоний при посеве стандартного тампо-

на на чашку со средой), у 11 высевали единичные колонии, в 

25 случаях одновременно с грибами были выделены патоген-

ные стафилококки и стрептококки.

Помимо больных хроническим тонзиллитом были обсле-

дованы 30 детей, находящиеся на лечении в тех же больни-

цах по поводу ревматизма, хронического холецистита, га-

стрита и заболеваний нервной системы, но не страдающие 

хроническим тонзиллитом. Дрожжеподобные грибы были 

обнаружены в этой группе только у 3 детей, причем в не-

большом количестве.

Методом сравнения разности показателей с величиной 

максимального теоретически ожидаемого отклонения полу-

ченные данные частоты обнаружения грибов у детей были 

сопоставлены с частотой выделения их у взрослых (42,08%). 

В результате было выявлено, что грибы рода Candida у 

детей и взрослых обнаруживаются при хроническом тонзил-

лите с одинаковой частотой (d – 3,11%; 14,11%; р < 0,01).

При исследовании резистентности выделенных грибов к 

антибиотикам оказалось, что 87% штаммов C. albicans и 

C. krusei были чувствительны к леварину. Все штаммы 

C. albicans и C. krusei были чувствительны к вориконазолу. 

80% штаммов C. albicans и 58% штаммов C. krusei сохра-

няли чувствительность к флуканазолу. 

Все штаммы C. valida были чувствительны к флуканазолу 

и вориконазолу.

Все выделенные штаммы C. parapsilosis были чувстви-

тельны к флуканазолу; 62% штаммов оказались чувстви-

тельны к вориконазолу. Все штаммы грибов были устойчивы 

к нистатину.
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Эффективность лечения флуканазолом составила 85%, 

вориконазолом – 90%, леварином – 50%. В ходе лечения 

пациентов использовали также комбинации антибиотиков с 

препаратом вориконазол.

Результаты микробиологических исследований показали, 

что у 64 (48,2%) больных были выделены возбудители в мо-

нокультуре, у 46 (35%) были обнаружены микробные ассоци-

ации, а высев образцов от 23 (16,8%) больных на аэробную 

и анаэробную микрофлору дал отрицательные результаты 

при использовании набора избранных нами питательных 

сред. 

Анализ микробных ассоциаций при исследовании боль-

ных показал, что в их составе обычно были представители 

условно-патогенной микрофлоры. У 49 больных из 133 вы-

деляли Streptococcus pyogenes, при этом у 31 больного – в 

монокультуре и у 25 – в ассоциациях. У 28 (18,5%) больных 

были найдены Staphylococcus aureus, причем микробы этого 

вида с одинаковой частотой выделялись в монокультуре и в 

сочетании с другими видами. В ассоциациях с S. pyogenes и 

St. aureus чаще всего обнаруживали кишечную палочку, эн-

терококки, а также одновременно грибы рода Candida. В 

исследуемом материале от 41 больного были найдены 

S. pyogenes, причем у 37 – в чистой культуре. Энтерококки 

обнаружены у 43 больных, из них у 28 – в монокультуре. 

Зеленящие стрептококки были выделены от больных в чи-

стой культуре, а дрожжеподобные грибы – только в ассоци-

ациях. 

Как правило, воспалительные процессы, при которых 

были выявлены микробные ассоциации, носили затяжной и 

более тяжелый характер. Сравнительный анализ, сопостав-

ление клинических форм заболевания с находками опреде-

ленных микроорганизмов не выявили какой-либо законо-

мерности. Для изучения биологических свойств обоих видов 

кокков, выделенных от больных детей, исследовали лейко-

цителлазную, ДНКазную, гемолитическую, лизоцимную ак-

тивности, способность аэробно и анаэробно разлагать ман-

нит, анаэробно ферментировать глюкозу и образовывать 

пигмент, чувствительность к антибиотикам.

Результаты изучения 38 культур, которые были отнесены 

к S. pyogenes, показали, что 35 штаммов обладали коагулаз-

ной, лецитовителлазной и гемолитической активностью. 

Продуцировали 32 штамма, 28 оказались лизоцим-положи-

тельными и 31 штамм образовывал зеленоватый пигмент. К 

этому виду стрептококков были отнесены и 3 каталаза-от-

рицательных варианта, которые давали положительную 

ДНКазную, гемолитическую, лейкоцителлазную реакции, 

аэробно и анаэробно сбраживали сахара и обладали други-

ми признаками патогенности. 

К виду St. aureus были отнесены 50 штаммов стафилокок-

ков, которые не коагулировали плазму, не ферментировали 

аэробно и анаэробно маннит, разлагали глюкозу. При изуче-

нии других признаков оказалось, что из 50 культур St. aureus 

18 штаммов образовывали пигмент, 9 продуцировали лизо-

цим, 8 – лецитовителлазу, 4 – гемолизин и 3 – ДНКазу. 

Исследование показало, что только единичные культуры 

обладали отдельными маркерами патогенности, однако 

даже при такой минимальной «вооруженности» стафилокок-

ки являлись возбудителями нагноительных процессов, так 

как выделялись в большом количестве и в монокультуре.

Все стрептококковые культуры были испытаны методом 

стандартных дисков на устойчивость к 5 антибиотикам – це-

фазолину, неомицину, клиндамицину, цефуроксиму, цефпи-

рону и цефатаксиму. При исследовании антибиотикограмм 

S. pyogenes оказалось, что 17 культур были чувствительны-

ми ко всем препаратам. Из 21 устойчивого штамма 20 были 

резистентны к цефазолину, 9 – к неомицину, 8 – к клиндами-

цину, по 14 штаммов – к цефазолину и цефатаксину, 2 – к 

цефпирону. 12 культур оказались устойчивыми к одному 

антибиотику, 3 штамма – к 21, 3 – к 3 препаратам и только 

2 штамма оказались устойчивыми ко всем изученным пре-

паратам. Из 50 культур S. pyogenes 13 были резистентны ко 

всем изученным препаратам, 26 оказались высокочувстви-

тельными ко всем антибиотикам. Антибиограммы остальных 

11 культур были пестрыми, и среди них тождественных 

штаммов не наблюдалось.

Заключение

В цели наших исследований не входило выявление и де-

тальное изучение стрептококков. Но мы сравнили свойства 

стрептококков в ассоциациях с грибами. Дрожжеподобные 

грибы встречаются в зеве детей при хроническом тонзилли-

те чаще, чем при других заболеваниях (45,1% случаев). У 

детей наиболее часто выделяется вид С. albicans (85%).

При хроническом тонзиллите необходимо обследовать 

больных на наличие грибов рода Candida, а при их обнару-

жении назначать антифунгицидные препараты с антибиоти-

ками.
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Н о в о с т и  н а у к и

Метод получения живых аттенуированных ДНК-вирусов 
с дефектом репликации для разработки вакцин

 

Разработка химически аттенуированной, некомпетентной к реплика-

ции вирусной вакцины может обеспечить защиту от заболеваний, вы-

зываемых ДНК-содержащими вирусами. Разработан метод получения 

живых аттенуированных вирусов с дефектом репликации с использова-

нием центанамицина (CM), химического соединения, которое алкилирует 

малую бороздку ДНК, богатую AT, и тем самым блокирует репликацию 

ДНК. Проверена эффективность CM для получения живых аттенуиро-

ванных репликационно-дефектных цитомегаловирусов человека, мыши-

ных цитомегаловирусов и вируса простого герпеса-2 (HSV-2), предпола-

гая широкое применение для получения живых аттенуированных репли-

кационно-дефектных ДНК-вирусов. Масс-спектрометрический анализ 

показал, что CM алкилируют вирусную ДНК в положении аденин-N3. 

Более того, иммунизация мышей CM-аттенуированным мышиным цитомегаловирусом (MCMV) вызывала сильный иммун-

ный ответ и снижала вирусную нагрузку у иммунизированных животных при заражении живым MCMV дикого типа. Данное 

исследование предлагает объединяющую и привлекательную терапевтическую возможность, заключающуюся в том, что 

химически аттенуированные живые ДНК-вирусы могут быть легко разработаны в качестве новых передовых вакцин.

Jaijyan D.K., et al. A chemical method for generating live-attenuated, replication-defective DNA viruses for vaccine development. 

Cell Reports Methods. 2022;9(2):100287.
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Мышиная модель пищевой листериозной 

инфекции, вызываемая Listeria monocytogenes

А.И.Борзилов, О.В.Коробова, Т.И.Комбарова, Е.С.Перескокова, Е.А.Ганина

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

Разработана модель пищевой инфекции у мышей линии BALB/c с антибиотик-индуцированным дисбиозом кишечника, 
вызываемой двумя штаммами Listeria monocytogenes – MA554 и ББ1. Внутрижелудочное введение культур листерий 
в дозе 108 КОЕ приводит к длительной персистенции листерий в желудочно-кишечном тракте мышей. Летальность 
среди инфицированных животных составляет 20–40%. В ходе исследований была определена динамика колонизации 
кишечника интактных мышей и мышей с дисбиозом кишечника культурами L. monocytogenes MA554 и L. monocytogenes 
ББ1, изучены патоморфологические изменения и функциональные нарушения в органах. Пригодность разработанных 
моделей кишечного листериоза у мышей была проверена в экспериментах по лечению. В качестве антибактериаль-
ных препаратов использовали антибиотики, активные in vitro в отношении тест-штаммов листерий, – ко-тримоксазол 
и комбинацию ампициллина с гентамицином. Показано, что антибиотикотерапия пищевой листериозной инфекции, 
начатая через 3 ч после заражения, повышает выживаемость подопытных животных и санирует их организм от бак-
терий L. monocytogenes. Более позднее начало терапии (через 3 суток после инфицирования) приводит к менее выра-
женному защитному действию и снижает обсемененность фекалий клетками листерий. Полученные нами результаты 
свидетельствуют о пригодности разработанной нами мышиной модели пищевой листериозной инфекции для оценки 
эффективности антибактериальных препаратов in vivo.
Ключевые слова: Listeria monocytogenes, мышиная модель, листериоз, пищевая инфекция, антибиотикотерапия

Для цитирования: Борзилов А.И., Коробова О.В., Комбарова Т.И., Перескокова Е.С., Ганина Е.А. Мышиная модель пищевой листериозной 
инфекции, вызываемая Listeria monocytogenes. Бактериология. 2022; 7(4): 44–56. DOI: 10.20953/2500-1027-2022-4-44-56

Mouse model of nutritional listeria infection caused 
by Listeria monocytogenes

A.I.Borzilov, O.V.Korobova, T.I.Kombarova, E.S.Pereskokova, E.A.Ganina

State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnology of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow Region, 

Russian Federation

A model of foodborne infection in BALB/c mice with antibiotic-induced intestinal dysbiosis caused by two strains of Listeria 
monocytogenes, MA554 and BB1, was developed. Intragastric administration of listeria cultures at the dose of 108 CFU leads 
to long-term persistence of listeria in the gastrointestinal tract of mice. Mortality among infected animals is 20–40%. The 
dynamics of colonization of the intestines of intact mice and mice with intestinal dysbiosis by L. monocytogenes MA554 and 
L. monocytogenes BB1 cultures has been determined and pathomorphological changes and functional disorders in organs have 
been studied. The suitability of the developed models of intestinal listeriosis in mice has been tested in treatment experiments. 
Antibiotics active in vitro against listeria test strains have been used as antibacterial drugs – co-trimoxazole and a combination 
of ampicillin with gentamicin. It has been shown that antibiotic therapy of foodborne listeriosis infection, started 3 hours after 
infection, increases the survival rate of experimental animals and sanitizes their body from L. monocytogenes bacteria. A later 
start of therapy (3 days after infection) leads to a less pronounced protective effect and reduces the contamination of faeces 
with listeria cells. Our results indicate the suitability of the mouse model of food-borne listeriosis infection for evaluating the 
effectiveness of antibacterial drugs in vivo.
Key words: Listeria monocytogenes, mouse model, listeriosis, foodborne infection, antibiotic therapy

For citation: Borzilov A.I., Korobova O.V., Kombarova T.I., Pereskokova E.S., Ganina E.A. Mouse model of nutritional listeria infection caused by Listeria 
monocytogenes. Bacteriology. 2022; 7(4): 44–56. (In Russian). DOI: 10.20953/2500-1027-2022-4-44-56

Для корреспонденции: 

Борзилов Александр Иосифович, кандидат медицинских наук, ведущий 
научный сотрудник лаборатории биологических испытаний ФБУН 
«Государственный научный центр прикладной микробиологии 
и биотехнологии» Роспотребнадзора 

Адрес: 142279, Московская область, г.о. Серпухов, р.п. Оболенск, 
Территория «Квартал А», 24
Телефон: (4967) 360-147
E-mail: borzilov@obolensk.org

Статья поступила 30.11.2022 г., принята к печати 28.12.2022 г.

For correspondence: 

Alexander I. Borzilov, PhD, Leading Researcher of the Biological Testing 
Laboratoriy, State Research Center of Applied Microbiology and Biotechnology, 
Rospotrebnadzor

Address: 24 “Quarter A” Territory, Obolensk, City District Serpukhov, 
Moscow Region, 142279, Russian Federation
Phone: (4967) 360-147 
E-mail: borzilov@obolensk.org

The article was received 30.11.2022, accepted for publication 28.12.2022



Мышиная модель пищевой листериозной инфекции, вызываемая Listeria monocytogenes

45

Б
актерии Listeria monocytogenes являются возбудителя-

ми пищевой инфекции у человека. Они широко распро-

странены в природе и способны длительное время выживать 

в окружающей среде [1]. Основной путь заражения людей 

листериозом – алиментарный, т.е. через продукты питания [2, 

3]. Среди возбудителей пищевых инфекций листериоз не 

занимает лидирующих позиций, как, например, сальмонел-

лез или кампилобактериоз, но склонен к более тяжелому 

клиническому течению и худшему прогнозу [4, 5]. Смертность 

среди людей, заболевших листериозом, может достигать 

30% [6, 7]. Тяжесть листериозной инфекции и разнообразие 

форм ее проявления во многом связаны со способностью 

листерий проникать из кишечника внутрь макроорганизма и 

преодолевать гематоэнцефалический и плацентарный барье-

ры [6, 8]. В группу риска по заболеваемости листериозом 

входят люди со сниженным иммунитетом [9, 10], дети и стари-

ки [11, 12], беременные женщины [13].

Нормальная микрофлора кишечника человека препятству-

ет его колонизации клетками L. monocytogenes. Изменение 

состава микробиоты под воздействием антибиотиков снижа-

ет защиту слизистой оболочки кишечника и подавляет им-

мунную систему организма [14, 15]. В этих случаях листериоз 

может развиться даже при очень низкой заражающей дозе 

патогена [16]. 

Важную роль в защите кишечника от патогенных микроор-

ганизмов играют бактерии нормофлоры, которые являются 

продуцентами бактериоцинов и подавляют патогенные микро-

организмы, в т.ч. и L. monocytogenes [17–19]. Длительная 

персистенция L. monocytogenes в кишечнике человека связа-

на с их природной способностью формировать биопленки [20].

Трудности терапии листериоза связаны со способностью 

возбудителя к внутриклеточной и внеклеточной персистен-

ции, а также с природной устойчивостью к некоторым анти-

биотикам [7, 13, 21]. Многочисленные исследования показа-

ли, что большинство штаммов L. monocytogenes чувствитель-

ны к действию β-лактамных антибиотиков пенициллинового 

ряда, аминогликозидам, тетрациклинам, гликопептидам, 

фторхинолонам последнего поколения, макролидам, карба-

пенемам, триметоприм/сульфаметоксазолу, но устойчивы к 

цефалоспоринам и гентамицину [22–26]. Доля полирези-

стентных штаммов листерий различного происхождения со-

ставляет от 23 до 49% [24, 25]. 

Традиционные схемы антибиотикотерапии листериоза 

включают использование пенициллина и ампициллина от-

дельно или в комбинации с гентамицином [27, 28]. Синергизм 

этих препаратов показан в экспериментах in vitro [29, 30]. 

Также для лечения применяют амоксициллин, ко-тримоксазол, 

эритромицин, доксициклин, левомицетин [31, 32].

Разработка эффективных противолистериозных препара-

тов и схем их применения напрямую связана с проведением 

исследований in vivo. Наиболее распространенная животная 

модель листериозной кишечной инфекции – мышиная мо-

дель. Однако воспроизведение экспериментального листери-

оза при внутрижелудочном способе заражения, как правило, 

требует введения большой дозы культуры вирулентного 

штамма. Так, например, для моделирования нелетальной 

пищевой листериозной инфекции мышей заражают культу-

рой L. monocytogenes в дозе 108–1010 КОЕ [33]. Использование 

в качестве модельных животных мышей с индуцированным 

иммунодефицитом позволяет существенно снизить инфици-

рующую дозу. Показано, что заражающая доза штамма 

L. monocytogenes F5817 (серотип 4b) при внутрижелудочном 

введении иммунокомпетентным мышам линии C57Bl/6j при-

близительно на 4 порядка выше, чем для тех же мышей с 

индуцированным иммунодефицитом [34].

Различные линии мышей отличаются по восприимчивости к 

листериозной инфекции. Мыши линий A/J, BALB/c, By/J значи-

тельно более чувствительны к кишечной листериозной инфек-

ции, чем мыши C57Bl/6. Экспериментальные данные показа-

ли, что LD50 L. monocytogenes Scott A (серотип 4b) при внутри-

желудочном введении мышам линии A/J составляет 106 КОЕ, 

а мышам линии C57Bl/6 – 108 КОЕ [35]. Различия в составе 

микробиоты кишечника, способной повлиять на восприимчи-

вость к инфекции, у этих линий мышей отсутствовали [36].

Большинство штаммов L. monocytogenes, используемых 

для моделирования кишечной инфекции, были авирулентны 

для мышей, что заставляло исследователей применять высо-

кую (108 КОЕ) заражающую дозу [37]. Однако имеется сооб-

щение о более вирулентных штаммах, способных вызывать 

генерализованную инфекцию у здоровых мышей при низких 

заражающих дозах (LD50 = 3,16 × 103 КОЕ) при введении в 

желудок. Важно отметить, что одни штаммы оказались более 

вирулентными при внутрибрюшинном введении, а другие – 

при внутрижелудочном [38].

Внутрижелудочное заражение беременных самок аутбред-

ных мышей CD-1 используют и для исследования способности 

листерий преодолевать плацентарный барьер, вызывая тем 

самым внутриутробную колонизацию, потерю плода или нео-

натальные осложнения. Диссеминация клеток штаммов 

L. monocytogenes F6214-1, PAS351 и F6212 серотипа 4b, а 

также штамма 10403S серотипа 1/2a в дозе 108 и 109 КОЕ про-

исходила уже через 48–74 ч после инфицирования [39, 40]. 

Целью наших исследований была разработка модели 

пищевой листериозной инфекции у мышей линии BALB/c, 

пригодность которой для оценки эффективности антибакте-

риальных препаратов была проверена в экспериментах по 

антибиотикотерапии листериоза.

Материалы и методы

Бактериальные культуры

В работе использовали два штамма L. monocytogenes из 

Государственной коллекции патогенных микроорганизмов и 

клеточных культур «ГКПМ-Оболенск»: штамм MA554 (инв. 

№ В-9071) и штамм ББ1 (инв. № В-7495). Оба штамма чув-

ствительны к ампициллину (≤1 мкг/мл), гентамицину (МПК 

≤4 мкг/мл), ко-тримоксазолу (МПК ≤0,06 мкг/мл по тримето-

приму). 

Питательные среды, антибиотики

Для культивирования штаммов L. monocytogenes исполь-

зовали плотную питательную среду №1 ГРМ (ФБУН ГНЦ 

ПМБ, Россия) с добавлением 2% гемолизированной крови. 

Питательную среду Мюллера–Хинтон с добавлением 1% глю-

козы (Hi-Media, Индия) применяли для определения чувстви-

тельности бактериальных штаммов к антибиотикам. В каче-

стве селективной среды для выявления листерий в фекалиях 

мышей использовали агаризированную среду ПАЛ с селек-

тивной добавкой (ФБУН ГНЦ ПМБ, Россия).
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Стрептомицина сульфат (ГК «Бионит», Россия) назначали 

животным для индуцирования дисбиоза кишечника у мышей.

Ампициллина натриевая соль (PanReac Appli Chem, 

Испания), гентамицин (KRKA, Словения) и ко-тримоксазол 

(Biocraft, Германия) являлись препаратами для лечения экс-

периментального листериоза. 

Лабораторные животные

В экспериментах in vivo в качестве модельных животных 

использовали мышей линии BALB/c (самцы/самки, вес 

15–18 г). Модельных животных содержали в стандартных ус-

ловиях в соответствии с международными нормами и требо-

ваниями. Мыши имели свободный доступ к воде и корму 

(ООО «Лабораторкорм», Москва). Мышей размещали в по-

ликарбонатных клетках (Lab Products Inc., США) группами не 

более 6 животных в каждой. За животными велось ежеднев-

ное ветеринарное наблюдение. Умерших в процессе экспери-

мента мышей удаляли из клеток по мере обнаружения.

Моделирование дисбактериоза кишечника у мышей

Для подавления нормальной микрофлоры кишечника по-

допытным мышам давали антибиотик стрептомицин, который 

широко используют для моделирования бактериальных ки-

шечных инфекций [41]. Препарат давали животным с питье-

вой водой (5 г/л) в течение 5 дней до заражения. 

Заражение лабораторных животных

Бактериальную взвесь для инфицирования животных го-

товили из ночной агаровой культуры. Выросшие характер-

ные колонии суспендировали в физиологическом растворе, 

содержащем 1/15 М калий-натриевый фосфатный буфер с 

pH 7,2. Бактериальные взвеси доводили до плотности 3,7 по 

стандарту оптической мутности МакФарланда, что прибли-

зительно соответствует 2 × 109 КОЕ/мл. Затем делали по-

следовательные разведения суспензий до достижения не-

обходимой концентрации клеток L. monocytogenes. Культуры 

вводили мышам внутрижелудочно в объеме 0,5 мл с помо-

щью металлического изогнутого зонда соответствующего 

размера (Stanford Equipment, США). Контроль количества 

клеток во взвеси осуществляли путем высева по 0,1 мл из 

соответствующих разведении исходной взвеси на плотную 

питательную среду №1 ГРМ с добавлением гемолизирован-

ной крови. Посевы инкубировали в течение 24 ч при темпе-

ратуре 37°С.

Изучение динамики пищевой листериозной инфекции

Развитие кишечной листериозной инфекции исследовали 

на мышах линии BALB/c, заражая их внутрижелудочно куль-

турами исследуемых штаммов в дозах 107 и 108 КОЕ. Для 

повышения чувствительности к листериозной инфекции 

перед заражением животным из опытных групп давали в те-

чение 5 дней стрептомицин с питьевой водой. За сутки до 

заражения и далее животным давали воду без стрептомици-

на. Контрольные животные на протяжении всего эксперимен-

та не получали антибиотика.

Динамику колонизации кишечника листериями у экспери-

ментальных животных оценивали по степени обсемененно-

сти фекалий этими бактериями через 3 ч и ежедневно в тече-

ние 14 дней после заражения.

Для выявления функциональных и морфологических из-

менений внутренних органов в процессе развития пищевой 

листериозной инфекции через 7 дней после инфицирования 

делали общий и биохимический анализ крови. В это же время 

проводили гистологические исследования внутренних орга-

нов мышей – тонкого и толстого кишечника, печени, селезен-

ки, тимуса, легких, головного мозга.

Клинический анализ крови

Общий анализ крови проводили на автоматическом гема-

тологическом анализаторе PCE-90Vet (High Technology, США) 

в соответствии с руководством по использованию прибора. 

Для сбора крови применяли микропробирки с K2-ЭДТА.

Биохимический анализ крови

Биохимический анализ крови (аланинаминотрансфераза 

(АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), щелочная фосфа-

таза (ЩФ), общий белок, глюкоза, креатинин) проводили на 

полуавтоматическом биохимическом анализаторе 

StatFax-3300 (Awareness Technology, США) с использованием 

жидких реактивов UTS (ООО «Юнимед», Россия).

Сбор и анализ фекалий 

Мышей (5 голов) из клетки содержания пересаживали в 

стерильные клетки без подстила, корма и воды. Через 

30–40 мин после пересадки животных возвращали в клетки 

для содержания. Фекалии, оставшиеся на дне клетки от ис-

следуемой группы, стерильным пинцетом собирали в марки-

рованные микроцентрифужные пробирки типа Эппендорф, 

взвешивали и передавали для проведения бактериологиче-

ского анализа.

Фекалии мышей растирали в стерильных фарфоровых 

ступках с добавлением кварцевого песка и физиологическо-

го раствора до получения однородной суспензии с концентра-

цией 0,1 г/мл. Полученные гомогенаты (цельные и их десяти-

кратные разведения) высевали на поверхность питательного 

агара. В качестве питательной среды для выявления культу-

ры листерий использовали питательную среду – ПАЛ-агар с 

селективной добавкой. Посевы инкубировали при температу-

ре 37°С в течение 24 ч.

Гистологическое исследование органов и тканей

Гистологические исследование проводили через 7 дней 

после заражения мышей BALB/c. В качестве контроля ис-

пользовали интактных мышей той же линии. Исследовали 

тонкий и толстый кишечники, печень, селезенку, тимус, лег-

кие и головной мозг.

Полученные образцы помещали во флакон с 50 мл 4%-го 

раствора параформа. Через 24 ч экспозиции раствор пара-

форма заменяли на свежий. Исследованию подвергали ги-

стологические срезы органов, окрашенные гематоксилином 

и эозином по стандартной методике. Анализ гистологических 

препаратов проводили с использованием микроскопа Nikon 

Elipse 80i и программы анализа изображения NIS Elements 

F4.60.00. Определяли наличие признаков воспалительно-не-

кротических изменений в исследуемых образцах.

Антибиотикотерапия летальной листериозной инфекции

Валидацию разработанных моделей кишечной листериоз-

ной инфекции проводили на примере их антибиотикотерапии. 

В качестве инфицирующих тест-штаммов использовали L. 

monocytogenes ББ1 и L. monocytogenes МА554, поскольку они 

оказались наиболее патогенными для мышей, интенсивно 

колонизировали кишечник животных и более длительное 

время персистировали в нем. Перед заражением в течение 5 

дней все животные получали с питьевой водой стрептомицин. 

Для заражения мышей линии BALB/c (самцы/самки, 16–18 г) 

использовали суточные агаровые культуры листерий, выра-
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щенные на плотной питательной среде при температуре 

37°С, заражающая доза – 108 КОЕ. 

Для лечения экспериментальной листериозной инфекции 

использовали ко-тримоксазол или комбинацию ампициллина 

с гентамицином. Лечение различных групп животных начина-

ли через 3 ч (экстренная терапия) или 72 ч (отложенная тера-

пия) после заражения. Продолжительность курса лечения – 5 

дней. Разовые дозы ампициллина, гентамицина и ко-

тримоксазола составили 100, 20 и 250 мг/кг (по триметопри-

му) соответственно. Ампициллин и гентамицин вводили 

мышам подкожно отдельно по 0,2 мл 2 раза в сутки. Ко-

тримоксазол назначали внутрижелудочно один раз в день. 

Экспериментальные группы мышей №1 и №2 лечили ко-

тримоксазолом, а №3 и №4 – ампициллином с гентамицином. 

Лечение в группах №1 и №3 начинали через 3 ч после зара-

жения, в группах №2 и №4 – на 3-и сутки инфекции. 

Контрольную группу мышей не лечили. Все группы включали 

10 мышей, предварительно обработанных стрептомицином. 

За животными наблюдали в течение 10 дней с момента за-

ражения, отмечая случаи гибели. В конце срока наблюдения 

собирали фекалии (пулами) от мышей из экспериментальных 

и контрольных групп для определения количества в них кле-

ток L. monocytogenes. Кроме того, после эвтаназии выжив-

ших определяли наличие патогена в селезенке и головном 

мозге мышей. Эффективность лечения экспериментального 

листериоза оценивали по степени санации кишечника, нали-

чию клеток патогена в органах и выживанию инфицирован-

ных мышей. 

Статистические методы

Статистическую обработку результатов (вычисление сред-

него арифметического значения и стандартного отклонения, 

двухсторонний критерий Стьюдента) проводили с использо-

ванием статистических ресурсов программы Microsoft Excel 

2010 и статистической программы Statistica 10.

Результаты исследования

Модель пищевой листериозной инфекции у мышей

Изучение динамики развития кишечной листериозной ин-

фекции у мышей показало, что предварительная обработка 

животных стрептомицином (группа SM+) способствует более 

эффективной персистенции листерий в кишечнике по срав-

нению с контролем. В первые 6 суток после заражения 

мышей культурой штамма L. monocytogenes МА554 концен-

трация листерий в фекалиях животных держалась на уровне 

6,0 LOG10 КОЕ/г у опытных и контрольных животных (табл. 1). 

Однако начиная с 7-х суток количество клеток L. monocyto-

genes МА554 в фекалиях животных группы SM+ возрастало и 

достигало 8,41 LOG10 КОЕ/г к 10-м суткам, тогда как у кон-

трольных животных рост обсемененности был незначитель-

ным – до 6,88 LOG10 КОЕ/г. К концу наблюдения обсеменен-

ность фекалий у мышей из экспериментальной группы сни-

жалась до 7,77 LOG10 КОЕ/г, у мышей контрольной группы – 

до 6,63 LOG10 КОЕ/г.

Снижение заражающей дозы L. monocytogenes МА554 до 

107 КОЕ приводило к более низкому уровню колонизации 

кишечника мышей. Количество листерий в фекалиях мышей 

после инфицирования в группе SM+ постепенно снижалось с 

1-х суток (7,08 LOG10 КОЕ/г) по 7-е сутки (5,85 LOG10 КОЕ/г) 

и далее не изменялось до 14-х суток (табл. 1). В контрольной 

группе через сутки после заражения концентрация листерий 

в фекалиях составляла 4,32 LOG10 КОЕ/г, а через 2 нед. 

опускалась до 3,94 LOG10 КОЕ/г. 

Следует отметить, что в экспериментальной и контрольной 

группах выпало по одной мыши на 4-е и 8-е сутки соответ-

ственно.

Внутрижелудочное введение культуры штамма L. mono-

cytogenes ББ1 в дозе 108 КОЕ мышам линии BALB/c с анти-

биотик-индуцированным дисбиозом приводило к устойчивой 

персистенции листерий в кишечнике в течение первых 

10 дней: концентрация листерий в фекалиях держалась на 

высоком уровне – от 6,67 до 8,92 LOG10 КОЕ/г (табл. 2). 

Максимальный уровень колонизации был на 3-и сутки после 

введения культуры. К 14-му дню инфекции содержание кле-

ток L. monocytogenes ББ1 в каловых массах мышей снижа-

лось до 4,71 LOG10 КОЕ/г. 

У здоровых (контрольных) мышей до 13-х суток экспери-

ментальной инфекции количество клеток листерий было на 

1–3 порядка ниже, чем у мышей с дисбактериозом. 

Максимальный показатель обсемененности фекалий листе-

Таблица 1. Обсемененность (LOG10 КОЕ/г) фекалий клетками L. monocytogenes МА554 инфицированных мышей линии BALB/c 

Доза заражения Группа Сутки после заражения

3 ч 1 2 3 6 7 8 9 10 13 14

108 КОЕ Sm+ 7,99 6,37 6,01 6,03 6,07 7,88 8,3 8,33 8,41 8,28 7,77

Контроль 8,22 5,03 5,7 6,07 6,07 6,07 6,82 6,86 6,88 6,56 6,63

107 КОЕ Sm+ 6,75 7,08 6,75 - - 5,85 - - 5,33 - 5,26

Контроль 7,55 4,32 4,38 - - 5,77 - - 4,81 - 3,94

Таблица 2. Обсемененность (LOG10 КОЕ/г) фекалий клетками L. monocytogenes ББ1 инфицированных мышей линии BALB/c 

(самцы/самки) 

Доза заражения Группа Сутки после заражения

3 ч 1 2 3 6 7 8 9 10 13 14

108 КОЕ Sm+ 7,97 7,78 8,06 8,92 6,67 7,12 7,25 7,31 7,34 6,54 4,71

Контроль 8,71 6,29 6,34 7,54 6,05 5,52 5,54 5,53 5,56 3,7 <2

107 КОЕ Sm+ 5,52 6,31 8,57 - - 6,16 - - 7,36 - 4,67

Контроль 7,78 4,37 7,15 - - 5,42 - - 5,26 - <2
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риями был отмечен на 1-е сутки после заражения – 

8,71 LOG10 КОЕ/г. К концу 2-й недели уровень контамина-

ции фекалий клетками L. monocytogenes ББ1 у мышей из 

контрольной группы снижалась ниже чувствительности ме-

тода (<100 КОЕ/г).

Снижение заражающей дозы L. monocytogenes ББ1 до 

107 КОЕ практически не отразилось на характере колониза-

ции кишечника листериями. У мышей, обработанных стреп-

томицином, максимальная концентрация клеток бактерий 

этого штамма в фекалиях была на 3-и сутки после зараже-

ния – 8,57 LOG10 КОЕ/г. В контроле этот показатель состав-

лял на 1,5 порядка ниже – 7,15 LOG10 КОЕ/г. К 14-м суткам в 

группе Sm+ количество листерий в каловых массах мышей 

снижалось до 4,67 LOG10 КОЕ/г, а у интактных животных 

листерии отсутствовали (табл. 2).

Общий анализ крови, проведенный на 7-е сутки после вну-

трижелудочного заражения мышей линии BALB/c культурами 

штаммов ББ1 и МА554 в дозе 108 КОЕ, не выявил статисти-

чески значимых изменений (p > 0,05) в формуле крови живот-

ных по сравнению с контрольными животными (табл. 3). 

На 7-е сутки инфекции также оценивали некоторые био-

химические показатели крови (АЛТ, АСТ, ЩФ, общий белок, 

глюкоза) у мышей, инфицированных тест-штаммами 

L. monocytogenes. Полученные результаты показали, что за-

ражение штаммом ББ1 не приводило к достоверным 

(p > 0,05) изменениям количества печеночных ферментов, 

общего белка и глюкозы (табл. 4). В то же время у мышей, 

зараженных культурой L. monocytogenes МА554, наблюда-

лось статистически значимое повышение количества обще-

го белка (p < 0,01) и АЛТ (p < 0,005), снижение уровня ЩФ 

(p < 0,01) в сыворотке крови по сравнению с контролем.

Результаты биохимического анализа крови мышей, инфи-

цированных культурами патогенных листерий, показали, что 

штамм MA554 вызывает функциональные отклонения в пече-

ни по сравнении со штаммом ББ1, следовательно, характер 

экспериментальной листериозной инфекции у мышей зави-

сит от штамма-возбудителя.

Через неделю после внутрижелудочного заражения мышей 

линии BALB/c культурами L. monocytogenes ББ1 и 

L. monocytogenes МА554 в дозе 108 КОЕ было проведено ги-

стологическое исследование внутренних органов мышей 

(тонкий кишечник, толстый кишечник, печень, селезенка, 

тимус, легкие, головной мозг) с целью выявления патоморфо-

логических изменений.

Микроскопическое исследование срезов тонкого кишеч-

ника мышей, зараженных штаммом ББ1, выявило увеличе-

ние количества бокаловидных клеток в эпителиальном слое 

кишечных ворсинок по сравнению с контролем. Кроме того, 

сами клетки увеличены в размерах. В просвете кишечника 

определяется большое количество слизи. В ворсинках име-

ется клеточная инфильтрация собственной пластинки слизи-

стой. Инфильтрат состоит из лимфоцитов, количество кото-

рых несколько увеличено по сравнению с контролем 

(рис. 1А). 

В случае штамма МА554 в эпителии слизистой оболочки 

тонкой кишки встречаются единичные бокаловидные клет-

ки, которые слабо заметны среди цилиндрических клеток. 

Изменения в собственной пластинке слизистой оболочки 

отличаются от контроля высокой интенсивностью клеточной 

инфильтрации, а также изменением клеточного состава ин-

фильтрата. Наряду с лимфоцитами в инфильтрате содер-

жится большое количество плазматических клеток (рис. 1Б).

У контрольных животных покровный эпителий слизистой 

оболочки кишки состоит из плотно расположенных высоких 

цилиндрических клеток. Бокаловидные клетки, другой тип 

входящих в эпителиальный слой клеток, т.е. клетки, выделя-

ющие слизь, встречаются редко, имеют небольшие размеры. 

Под эпителием кишечных ворсинок, в собственной пластинке 

слизистой оболочки, находится небольшое количество лим-

фоцитов (рис. 1B).

Гистологическое исследование срезов толстого кишечни-

ка мышей, зараженных культурой L. monocytogenes ББ1, вы-

явило увеличение количества и размера бокаловидных кле-

ток по сравнению с контролем. В просвете кишки содержится 

много слизи. Инфильтрация стромы слизистой оболочки со-

храняется на уровне контроля и по интенсивности инфильтра-

ции и по клеточному составу (рис. 2А).

Внутрижелудочное введение мышам BALB/c культуры 

L. monocytogenes МА554 приводило к увеличению количества 

бокаловидных клеток в слизистой оболочке толстого кишеч-

Таблица 3. Показатели крови мышей линии BALB/c из кон-

трольных и опытных групп на 7-й день после заражения куль-

турой L. monocytogenes ББ1 и МА554 в дозе 108 КОЕ

Показатель Ед. 
изм.

Контроль L. monocytogenes

штамм ББ1 штамм 
МА554

Лейкоциты ×109/л 6,2 ± 1,6 8,9 ± 3,9 6,4 ± 2,6

Лимфоциты ×109/л 3,9 ± 1,2 3,1 ± 1,7 2,7 ± 0,5

Моноциты ×109/л 0,2 ± 0,1 0,3 ± 0,2 0,3 ± 0,1

Гранулоциты ×109/л 2,1 ± 1,0 5,4 ± 3,2 3,3 ± 2,1

Лимфоциты % 63,0 ± 12,3 36,7 ± 16,0 45,7 ± 10,5

Моноциты % 4,0 ± 0,9 4,3 ± 1,3 5,2 ± 0,7

Гранулоциты % 33,1 ± 11,5 59,0 ± 17,1 49,1 ± 11,1

Эритроциты ×1012/л 9,85 ± 0,44 9,92 ± 1,50 9,46 ± 0,56

Гемоглабин г/л 142 ± 6 142 ± 17 138 ± 9

Гематокрит % % 44,2 ± 2,5 44,9 ± 6,2 43,6 ± 2,7

Средний объем 
эритроцита

фл 44,9 ± 0,9 45,4 ± 0,6 46,1 ± 0,6

Среднее 
содержание 
гемоглобина 
в эритроцитах

пг 14,4 ± 0,2 14,3 ± 0,5 14,6 ± 0,3

Средняя 
концентрация 
гемоглобина 
в эритроцитах

г/л 321 ± 8 315 ± 6 316 ± 4

Ширина распр. 
эритроцитов 

– 20,8 ± 3,5 18,3 ± 3,5 16,4 ± 2,5

Тромбоциты ×109/л 638 ± 90 589 ± 171 746 ± 247

Средний объем 
тромбоцита

фл 4,6 ± 0,2 4,8 ± 0,2 5,0 ± 0,3

Ширина распр. 
тромбоцитов 

16,0 ± 0,3 16,0 ± 0,5 16,6 ± 0,5

Тромбокрит % 0,290 ± 0,039 0,283 ± 0,075 0,376 ± 0,142

В таблице представлены средние значения (n = 5) и стандартные 
отклонения.
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ника по сравнению с контролем. Однако размер бокаловид-

ных клеток и содержание слизи в просвете кишечника мень-

ше, чем при заражении штаммом ББ1. В строме кишки на-

ходится множество лимфоцитов и плазматических клеток 

(рис. 2Б). 

У контрольных животных слизистая оболочка имеет обыч-

ное строение и содержит большое количество бокаловидных 

клеток, что в норме характерно для толстой кишки. В строме 

складок имеется небольшое количество лимфоцитов, плаз-

матических клеток и единичных полиморфноядерных лейко-

цитов (рис. 2В).

При микроскопическом исследовании срезов печени 

мышей, инфицированных L. monocytogenes ББ1, было уста-

новлено, что в паренхиме имеются мелкие скопления гистио-

цитов – клеток округлой и вытянутой формы. Редко встреча-

ются более крупные очаги этих клеток. Наряду с гистиоцита-

ми в очагах находятся полиморфноядерные лейкоциты, еди-

ничные лимфоциты. Отмечается лизис окружающих очаги 

гепатоцитов. Вне очагов клетки паренхимы сохраняют нор-

мальное строение (рис. 3А).

В случае штамма МА554 в печени в большом количестве 

обнаруживаются лимфоциты, которые заполняют просветы 

печеночных капилляров, образуют очаговые рыхлые инфиль-

траты. Кроме того, встречаются смешанные очаги из лимфо-

цитов и гистиоцитов. У некоторых мышей в паренхиме пече-

ни выявлены обширные участки некротизированной ткани 

(рис. 3Б).

У интактных животных клетки паренхимы печени, гепато-

циты, расположены в виде тяжей, между которыми проходят 

кровеносные капилляры. В капиллярах находится неболь-

шое количество эритроцитов (рис. 3В). 

При гистологическом изучении препаратов селезенки 

мышей, инфицированных культурой L. monocytogenes ББ1, 

установлено, что красная пульпа – многоклеточная. В крас-

ной пульпе появляется большое количество нейтрофилов, 

тогда как в контроле преобладают лимфоциты. Наблюдаются 

очаговые скопления макрофагов. Лимфоидных фолликулов 

меньше, чем в селезенках животных из контрольной группы. 

Фолликулы имеют небольшие размеры, преимущественно 

без центров размножения (рис. 4А).

У мышей, зараженных культурой штамма МА554, в селе-

зенке увеличена площадь красной пульпы и белой пульпы 

по сравнению с контролем. Основными клетками в красной 

пульпе являются лимфоциты. Кроме того, имеются скопле-

ния плазматических клеток, очаги из макрофагов, а также 

нейтрофилы (рис. 4Б). 

В селезенке интактных мышей красная пульпа заполнена 

лимфоцитами. В поле зрения встречаются единичные поли-

морфноядерные лейкоциты и плазматические клетки. 

Лимфоидные фолликулы в белой пульпе небольших разме-

ров, без центров размножения (рис. 4В).

У мышей, инфицированных культурой L. monocytogenes 

ББ1, было обнаружено уменьшение размеров тимуса. 

Микроскопическое исследование показало уменьшение ши-

А Б В

Рис. 1. Микрофотографии срезов тонкой кишки мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Повышенное содержание бокаловидных клеток в эпителии кишечных ворсинок. Увеличение ×20; 

Б – L. monocytogenes МА554. Выраженная клеточная инфильтрация собственной пластинки слизистой. Увеличение ×20; В – Контроль (без 

заражения). Норма. Увеличение ×20.

А Б В

Рис. 2. Микрофотографии срезов толстой кишки мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Повышенное содержание бокаловидных клеток большого размера. Увеличение ×20; Б – L. monocytogenes МА554. 

Слизистая содержит небольшое количество бокаловидных клеток. Выраженная клеточная инфильтрация стромы толстой кишки. 

Увеличение ×20; В – Контроль (без заражения). Норма. Увеличение ×20.
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рины корковой зоны в дольках тимуса. У некоторых живот-

ных активная убыль лимфоцитов из корковой зоны приво-

дила к состоянию, когда плотность лимфоцитов в корковом 

веществе становится заметно меньше, чем в мозговом ве-

ществе: происходит инверсия слоев (рис. 5А).

Листерозная кишечная инфекция, вызываемая штаммом 

L. monocytogenes МА554, не приводит к изменению величи-

ны тимуса по сравнению с контрольными животными. 

Однако микроскопическое исследование выявило расшире-

ние площади коркового вещества в его дольках. Площадь 

мозгового вещества в тимусе снижена (рис. 5Б). 

У контрольных интактных мышей во всех долях тимуса 

имеется широкий корковый слой, состоящий из большого 

количества лимфоцитов, плотно расположенных в эпители-

альной ткани. Мозговое вещество в центральной части долек 

содержит меньшее количество клеток (рис. 5В).

Микроскопическое исследование легких и головного мозга 

интактных и инфицированных листериозом мышей не выяви-

ло в них отклонений от нормы (рис. 6, 7). 

 Антибиотикотерапия экспериментальной 

листериозной инфекции

Схемы лечения экспериментальной листериозной инфек-

ции были одинаковы для обоих использованных штаммов 

L. monocytogenes (табл. 5). 

Выживаемость мышей, инфицированных культурой 

L. monocytogenes ББ1, в лечебных группах №1 (ко-

тримоксазол, 3 ч), №2 (ко-тримоксазол, 72 ч) и №4 (ампицил-

лин + гентамицин, 72 ч) составила 60, 60 и 70% соответствен-

но (рис. 8). Уровень смертности мышей в контрольной группе 

(без лечения) составил 40%. Хороший лечебный эффект на-

блюдался в группе животных, которых начинали лечить ампи-

циллином с гентамицином через 3 ч после заражения, все 

мыши оставались живыми. Гибель животных в лечебных 

группах наблюдалась в период с 3-х по 7-е сутки, в контроль-

ной – с 3-х по 5-е сутки.

Раннее начало лечения (через 3 ч после заражения) приво-

дило к хорошему санирующему эффекту. В фекалиях всех 

мышей, выживших на 10-е сутки, листерии отсутствовали. 

Животные, получавшие ко-тримоксазол или ампициллин с 

Таблица 4. Результаты биохимического анализа крови мышей 

BALB/c после внутрижелудочного введения культур 

L. monocytogenes штаммов ББ1 и МА554 через 7 суток после 

заражения в дозе 108 КОЕ

Показатель Ед. изм. Контроль Штамм 
ББ1

Штамм 
МА554

Общий белок г/л 84,7 ± 0,5 86,7 ± 5,1 94,3 ± 3,2

Глюкоза ммоль/л 7,78 ± 0,69 6,34 ± 0,24 7,44 ± 0,31

АСТ МЕ/л 200,9 ± 4,8 179,7 ± 19,2 221,3 ± 41,3

АЛТ МЕ/л 37,1 ± 0,9 39,5 ± 13,4 57,7 ± 6,0

ЩФ МЕ/л 230,5 ± 79,8 228,5 ± 8,3 181,8 ± 48,4

В таблице представлены средние значения (n = 5) и стандартные 
отклонения.

А Б В

Рис. 3. Микрофотографии срезов печени мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Мелкие скопления гистиоцитов, лейкоцитов и лимфоцитов. Наблюдается лизис гепатоцитов. Увеличение ×20; 

Б – L. monocytogenes МА554. Обширный участок некроза в паренхиме. Увеличение ×20; В – Контроль (без заражения). Норма. 

Увеличение ×20.

А Б В

Рис. 4. Микрофотографии срезов селезенки мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Большое количество нейтрофилов в красной пульпе. Уменьшение количества лимфоидных фолликулов по срав-

нению с контролем. Увеличение ×4; Б – L. monocytogenes МА554. Увеличены размеры лимфоидных фолликулов. Интенсивная инфильтрация 

лимфоцитами красной пульпы. Увеличение ×4; В – Контроль (без заражения). Норма. Увеличение ×4.
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гентамицином с началом терапии через 72 ч, оставались но-

сителями листерий. Концентрация клеток L. monocytogenes 

ББ1 в фекалиях мышей достигало 4,27 и 3,52 LOG10 КОЕ/г 

(табл. 6). Однако этот уровень обсемененности каловых масс 

был значительно ниже, чем у контрольных животных (6,11 

LOG10 КОЕ/г). Снижение обсемененности фекалий клетками 

листерий свидетельствует о терапевтической эффективно-

сти поздней антибиотикотерапии. Следует отметить, что у 

всех выживших животных культура L. monocytogenes ББ1 

отсутствовала в селезенке и головном мозге, тогда как у пав-

ших животных присутствовала.

Антибиотикотерапия пищевой листериозной инфекции, 

вызываемой внутрижелудочным инфицированием мышей 

BALB/c культурой L. monocytogenes МА554, показала свою 

эффективность. Лучшие результаты были получены при ран-

нем начале лечении экспериментального кишечного листери-

оза ко-тримоксазолом (группа №1) или комбинацией ампи-

циллина с гентамицином (группа №3). Выживаемость мышей 

в обоих случаях составила 100%. Более позднее начало тера-

пии этими препаратами защищало от гибели 90% (группа 

№2) и 80% (группа №4) животных соответственно. Следует 

отметить, что уровень смертности среди нелеченых живот-

ных был невысоким и составлял 20%. Гибель мышей наблю-

далась в период с 3-х по 8-е сутки после заражения (рис. 9).

Бактериологические исследования, направленные на 

оценку санирующего действия антибактериальных препара-

тов при лечении экспериментальной кишечной инфекции, 

вызванной L. monocytogenes МА554, установили, что раннее 

начало применения ко-тримоксазола или комбинации ампи-

циллина с гентамицином приводит к полной элиминации ли-

А Б В

Рис. 5. Микрофотографии срезов тимуса мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Значительное уменьшение корковой зоны. Увеличение ×4; Б – L. monocytogenes МА554. Гиперплазия коркового 

вещества. Увеличение ×4; В – Контроль (без заражения). Норма. Увеличение ×4.

А Б В

Рис. 7. Микрофотографии срезов головного мозга мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Патологические изменения отсутствуют. Увеличение ×4. Б – L. monocytogenes МА554. Патологические изменения 

отсутствуют. Увеличение ×4; В – Контроль (без заражения). Норма. Увеличение ×4.

А Б В

Рис. 6. Микрофотографии срезов легких мышей BALB/c, инфицированных L. monocytogenes.

А – L. monocytogenes ББ1. Патологические изменения отсутствуют. Увеличение ×4. Б – L. monocytogenes МА554. Патологические изменения 

отсутствуют. Увеличение ×4; В – Контроль (без заражения). Норма. Увеличение ×4.
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стерий из кишечника мышей. В фекалиях всех выживших 

мышей из этих экспериментальных групп культура патогена 

отсутствовала (табл. 7). Эффективность антибиотикотерапии 

снижалась при ее начале на 3-и сутки после заражения. Так, 

например, в группе животных, леченых ампициллином и ген-

тамицином, обсемененность фекалий листериями составля-

ла 3,53 LOG10 КОЕ/г, что, впрочем, приблизительно на 2 по-

рядка ниже, чем в контрольной группе (5,08 LOG10 КОЕ/г). 

Санирующее действие ко-тримоксазола при позднем на-

чале терапии кишечной листериозной инфекции было менее 

выраженным по сравнению с действием ампициллина с ген-

тамицином. Уровень контаминации мышиных фекалий клет-

ками L. monocytogenes МА554 был чуть ниже контрольного 

показателя и достигал 4,85 LOG10 КОЕ/г.

Как и в случае штамма ББ1, у всех выживших мышей 

L. monocytogenes МА554 отсутствовала в селезенке и голов-

ном мозге, в то же время у павших животных возбудитель 

инфекции обнаруживался в этих органах.

Обсуждение

Модели пищевой (кишечной) инфекции, вызываемые 

различными штаммами L. monocytogenes, достаточно широ-

ко используют в исследованиях по оценке специфической 

активности вакцинных препаратов и антибиотиков, изуче-

нию патогенеза листериоза [29, 30, 33–35, 39]. Мыши явля-

ются наиболее привлекательным видом лабораторных жи-

вотных для моделирования благодаря их невысокой стоимо-

сти и доступности.

В данной статье мы описали разработанные нами мыши-

ные модели пищевой листериозной инфекции, вызываемые 

двумя тест-штаммами (MA554 и ББ1) L. monocytogenes из 

Таблица 6. Эффективность антибиотиков при лечении экспе-

риментальной кишечной листериозной инфекции у мышей 

линии BALB/c, инфицированных внутрижелудочно культурой 

L. monocytogenes ББ1 в дозе 108 КОЕ

Лечение Обсемененность 
фекалий на 10-е 

сутки после 
заражения, 

LOG10 КОЕ/г

Гибель* Средний 
срок 

гибели, 
сутки

Ко-тримоксазол, 3 ч <2,0 4/10 4,0

Ко-тримоксазол, 72 ч 4,27 4/10 4,3

Ампициллин + гентамицин, 3 ч <2,0 0/10 –

Ампициллин + гентамицин, 72ч 3,52 3/10 4,0

Контроль 6,11 4/10 3,8

* указано отношение павших мышей к общему количеству животных в 
группе.

Таблица 7. Эффективность антибиотиков при лечении экспе-

риментальной кишечной листериозной инфекции у мышей 

линии BALB/c, инфицированных внутрижелудочно культурой 

L. monocytogenes МА554 в дозе 108 КОЕ

Лечение Обсемененность 
фекалий на 10-е 

сутки после 
заражения, 

LOG10 КОЕ/г

Количество 
павших 
мышей*

Средний 
срок 

гибели,
сутки

Ко-тримоксазол, 3 ч <2,0 0/10 –

Ко-тримоксазол, 72 ч 4,85 1/10 4,0

Ампициллин + гентамицин, 3 ч <2,0 0/10 –

Ампициллин + гентамицин, 72ч 3,53 2/10 3,0

Контроль 5,08 2/10 4,0

* указано отношение павших мышей к общему количеству животных в 
группе.

Таблица 5. Схемы лечения экспериментальной листериозной инфекции

№ группы Препарат Начало лечения Разовая доза Способ введения Курс, дни Кол-во мышей 
в группе

1 Ко-тримоксазол Через 3 ч 250 мг/кг × 1 р/д в/ж 5 10

2 Через 72 ч 250 мг/кг × 1 р/д в/ж 5 10

3 Ампициллин + гентамицин Через 3 ч 100 + 20 мг/кг × 2 р/д п/к 5 10

4 Через 72 ч 100 + 20 мг/кг × 2 р/д п/к 5 10

5 Контроль (без лечения) – – – – 10
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Рис. 8. Выживаемость мышей BALB/c после инфицирования 

культурой L. monocytogenes ББ1 в дозе 108 КОЕ и последующей 

антибиотикотерапии.

Рис. 9. Выживаемость мышей BALB/c после инфицирования 

культурой L. monocytogenes МА554 в дозе 108 КОЕ и последую-

щей антибиотикотерапии.
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коллекции патогенных микроорганизмов «ГКПМ-Оболенск». 

В предварительных исследованиях было установлено, что эти 

штаммы вирулентны для мышей линии BALB/c. 

Среднелетальная доза штаммов MA554 и ББ1 при внутрибрю-

шинном введении мышам составила 6,9 × 104 и 7,0 × 104 КОЕ 

соответственно. При внутрижелудочном заражении штамма-

ми MA554 и ББ1 в дозе 109 КОЕ наиболее чувствительными 

оказались мыши линий C57BL/6, BALB/c и DBA (данные не 

представлены). Для моделирования пищевой инфекции мы 

выбрали мышей линии BALB/c. Другие исследователи также 

отмечают большую чувствительность к листериозу линейных 

лабораторных мышей, в т.ч. и мышей BALB/c [35]. Тем не 

менее относительно невысокая чувствительность иммуно-

компетентных модельных животных к листериозу побудила 

нас повысить чувствительность мышей к инфекции при вну-

трижелудочном заражении. Хорошо известно, что кишечная 

микробиота играет важную роль в предотвращении колони-

зации кишечника болезнетворными микроорганизмами [14]. 

Подавление нормальной кишечной микрофлоры при приме-

нении антибиотиков значительно повышает риск его колони-

зации патогенными бактериями, в т.ч. L. monocytogenes. 

Поэтому мы индуцировали у мышей BALB/c дисбиоз кишеч-

ник по методу, предложенному Wadolkowski E.A. et al. [41], с 

некоторыми изменениями. Мышам давали стрептомицин с 

питьевой водой в течение 5 дней перед заражением. 

Благодаря этому мы повысили чувствительность модельных 

животных к пищевой листериозной инфекции. При этом пер-

систенция листерий в кишечнике мышей продолжалась в те-

чение не менее 14 суток, а обсемененность фекалий клетка-

ми листерий была значительно выше, чем в контроле. На 14-е 

сутки после инфицирования количество клеток L. 

monocytogenes MA554 и L. monocytogenes ББ1 в фекалиях 

мышей составляло 7,77 и 4,71 LOG10 КОЕ/г соответственно. 

В это же время концентрация листерий в фекалиях мышей с 

нормальной микрофлорой была более низкой – 6,63 и <2 

LOG10 КОЕ/г соответственно. Такую же заражающую дозу 

для моделирования кишечной листериозной инфекции ис-

пользовали некоторые другие исследователи [33, 37].

Гистологические исследования органов мышей BALB/c, 

инфицированных внутрижелудочно культурами L. monocyto-

genes ББ1 и L. monocytogenes МА554, выявили некоторые 

различия в патоморфологических изменениях, связанные с 

этими штаммами. При сравнении микроскопической карти-

ны тонкого кишечника у мышей установлено, что в первом 

случае культура патогена вызывает раздражающее дей-

ствие (увеличение количества активных бокаловидных кле-

ток эпителии слизистой оболочки) на кишечник, а во вто-

ром – иммунозависимую реакцию (интенсивная инфильтра-

ция лимфоцитами слизистой оболочки). В толстом кишечни-

ке происходят аналогичные изменения. Следует отметить, 

что у животных, инфицированных культурой L. monocytogenes 

МА554, в отличие от контрольных мышей и мышей, заражен-

ных L. monocytogenes ББ1, инфильтрация слизистой оболоч-

ки лимфоцитами более выражена, часто встречаются обшир-

ные скопления лимфоцитов.

В паренхиме печени мышей, зараженных штаммами ББ1 и 

МА554, формируются очаги воспаления. Однако штамм 

МА554 приводит к более тяжелому повреждению печени – 

образованию обширных некрозов в паренхиме.

На 7-е сутки после инфицирования мышей культурой 

штамма ББ1 происходит истощение лимфоидной ткани в их 

селезенке и увеличивается количество нейтрофилов (клеток 

воспаления) в красной пульпе. В случае штамма МА554 в 

селезенке наблюдаются признаки иммуностимулирующего 

действия: усиление пролиферации лимфоцитов в фоллику-

лах и накопление лимфоцитов в белой и красной пульпе.

Гистологическое исследование тимуса мышей, инфициро-

ванных внутрижелудочно культурами штаммов листерий ББ1 

и МА554, выявило существенные различия: для штамма ББ1 

характерно уменьшение количества лимфоцитов в корковой 

зоне и ее сужение, а для штамма МА554 – увеличение коли-

чества лимфоцитов и расширение площади корковой зоны.

Гематологические исследования показали отсутствие зна-

чимых отклонений изменения в формуле крови мышей 

BALB/c, инфицированных штаммами ББ1 и МА554 L. mono-

cytogenes. Биохимический анализ крови мышей, инфициро-

ванных внутрижелудочно культурами листерий, показал, что 

через неделю после заражения значительные изменения 

биохимических показателей крови происходят только в слу-

чае штамма L. monocytogenes МА554. В сыворотке крови ин-

фицированных животных отмечается повышение уровня 

АЛТ, общего белка, снижение количества ЩФ. Существенные 

отклонения от нормы показателей печеночных ферментов 

свидетельствуют о серьезных функциональных нарушениях в 

печени. Эти данные согласуются с результатами гистологиче-

ских исследований, в которых были выявлены тяжелые пато-

логические изменения в печени (обширные некрозы) мышей, 

инфицированных культурой штамма МА554.

Поскольку цель работы заключалась в разработке модели 

пищевой листериозной инфекции, пригодной для оценки in 

vivo эффективности антибактериальных препаратов, мы 

провели эксперименты по лечению листериоза у мышей, вы-

зываемого штаммами ББ1 и МА554 L. monocytogenes. 

Кишечную листериозную инфекцию у мышей BALB/c c анти-

биотик-ассоциированным дисбиозом кишечника вызывали 

внутрижелудочным введением культур L. monocytogenes ББ1 

и L. monocytogenes МА554 в дозе 108 КОЕ. Лечение экспери-

ментальной листериозной инфекции начинали через 3 и 72 ч 

после заражения. В качестве антибактериальных препаратов 

использовали антибиотики, рекомендованные для лечения 

листериоза, – ко-тримоксазол, комбинация ампициллина с 

гентамицином [31, 32]. Курс терапии составил 5 дней. 

Результаты экспериментального лечения показали, что раз-

работанные нами модели пищевой листериозной инфекции 

позволяют оценивать эффективность различных антибакте-

риальных препаратов, определять их активность in vivo в за-

висимости от схемы лечения.

Ампициллин в сочетании с гентамицином давал лучший 

лечебный результат, чем ко-тримоксазол при лечении листе-

риоза, обусловленного штаммом ББ1, причем этот эффект 

наблюдался как при раннем начале лечения (через 3 ч после 

заражения), так и при позднем (через 3 дня после зараже-

ния). Выживаемость мышей была на 40 и 10% соответствен-

но выше, чем в контрольной группе (без лечения). При ран-

нем начале лечения все выжившие животные в лечебных 

группах были санированы от листерий, тогда как при позднем 

начале лечения фекалии мышей оставались контаминиро-

ванными клетками L. monocytogenes ББ1. Тем не менее уро-
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вень обсемененности фекалий листериями был на 2–3 по-

рядка ниже, чем в контроле. Ко-тримоксазол не повышал 

выживаемость мышей от кишечной листериозной инфекции 

при обоих схемах терапии. Тем не менее этот антибиотик 

снижал обсемененность фекалий мышей листериями на 2 

порядка при позднем начале лечения и санировал кишечник 

при ранней терапии.

Экспериментальная пищевая инфекция, обусловленная 

внутрижелудочным введением 108 КОЕ L. monocytogenes 

МА554, вызывала гибель только 20% мышей BALB/c с инду-

цированным дисбиозом кишечника и стойкую колонизацию 

их кишечника. Лечение кишечного листериоза ко-

тримоксазолом и комбинацией ампициллина с гентамици-

ном, как и в случае со штаммом ББ1, дало положительный 

эффект. Раннее начало курса антибиотикотерапии приводи-

ло к максимальному результату: 100% животных выжили и 

излечились от листериоза. Введение мышам ко-тримоксазола 

при отложенном начале лечения лишь на 10% увеличивало 

количество выживших животных по сравнению с контролем. 

Назначение ампициллина с гентамицином не повышало вы-

живаемость мышей. Кроме того, на 10-е сутки после зараже-

ния у всех животных из лечебных групп с поздним началом 

лечения в фекалиях имелись листерии, но их количество 

было на 1–1,5 порядка ниже, чем в контрольной группе 

мышей.

Таким образом, эксперименты по лечению пищевой листе-

риозной инфекции у мышей линии BALB/c, обусловленной 

штаммами L. monocytogenes ББ1 и L. monocytogenes МА554, 

показали пригодность разработанных моделей для оценки 

эффективности антибактериальных препаратов.

Заключение

В ходе исследований разработаны две модели листериоз-

ной пищевой инфекции, обусловленные штаммами L. mono-

cytogenes MA554 или L. monocytogenes ББ1. Кишечный ли-

стериоз индуцируют на мышах линии BALB/c с дисбиозом 

кишечника, заражая их культурами тест-штаммов внутриже-

лудочно в дозе 108 КОЕ. После заражения листерии длитель-

ное время (не менее 2 нед.) персистируют в кишечнике мо-

дельных животных. При этом уровень смертности среди ин-

фицированных мышей может достигать 20–40%.

Характер развития экспериментального пищевого листе-

риоза у мышей позволяет использовать разработанные нами 

модели для оценки эффективности антибактериальных пре-

паратов. Основными критериями оценки активности препа-

ратов и схем их применения являются показатели выживае-

мости инфицированных животных, содержание листерий в 

фекалиях модельных животных и их органах.

Результаты экспериментального лечения кишечной листе-

риозной инфекции показали, что активные in vitro в отноше-

нии L. monocytogenes MA554 и L. monocytogenes ББ1 ко-

тримоксазол и комбинация ампициллина с гентамицином 

оказывают хороший лечебный эффект при пятидневном 

курсе применения. Раннее начало антибиотикотерапии при-

водит к полной санации кишечника инфицированных живот-

ных, а также к снижению смертности среди мышей. Более 

позднее начало антибиотикотерапии дает меньший лечебный 

эффект: наблюдается снижение обсемененности фекалий 

мышей клетками листерий. Полученные результаты свиде-

тельствует о том, что предложенные нами модели кишечной 

листериозной инфекции пригодны для оценки in vivo эффек-

тивности антибактериальных препаратов. 
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В работе исследуется возможность сочетания методов иммуномагнитной сепарации и изотермической амплификации 
при детекции возбудителя туляремии, Francisella tularensis, в образцах из окружающей среды. Подобраны оптималь-
ные условия сепарации клеток с помощью иммуномагнитных частиц, обеспечивающие экспрессность диагностики. 
Для детекции туляремийных клеток применяли изотермическую амплификацию с визуализацией результата с помо-
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Т
уляремия – зоонозная природно-очаговая особо опас-

ная инфекция, вызываемая грамотрицательной бакте-

рией Francisella tularensis. В водной среде бактерии туляре-

мии способны выживать длительное время при температуре 

+4°C. Для обнаружения и идентификации F. tularensis при-

меняются различные методы – биосенсоры, культивирова-

ние на селективных питательных средах, иммунохромато-

графический анализ, полимеразная цепная реакция (ПЦР), 

биочипы на жидкой или твердой основе, методы аналитиче-

ской химии (газовая хроматография, масс-спектрометрия и 

т.д.). Наиболее часто применяемым методом обнаружения 

F. tularensis является ПЦР [1]. В настоящее время в молеку-

лярной диагностике активно внедряются методы изотерми-

ческой амплификации. Среди таких методов – loop-mediated 

isothermal amplification (LAMP), показавший высокую специ-

фичность и амплификационную эффективность, которая 

достигается при изотермальных условиях реакции [2]. 

Амплификацию и детектирование гена можно осуществить 

за одну стадию путем инкубации смеси образцов, прайме-

ров, ДНК-полимеразы с функцией вытеснения цепей и суб-

стратов при постоянной температуре (около 65°С). 

Эффективность амплификации очень высока – в течение 

15–60 мин ДНК амплифицируется 109–1010 раз. Из-за высо-

кой специфичности присутствие амплифицированного про-

дукта однозначно указывает на присутствие гена-мишени. 

Известно об использовании методов изотермической ампли-

фикации для выявления F. tularensis [3]. Основной сложно-

стью при их использовании являются неспецифические 

реакции при анализе близкородственных штаммов. Эта про-

блема может быть решена при использовании иммуномаг-

нитных частиц на основе высокоспецифичных моноклональ-

ных антител (МКАт).

Целью данной работы было исследование возможности 

сочетания методов иммуномагнитной сепарации и изотер-

мической амплификации при детекции F. tularensis.

Материалы и методы 

Бактериальные клетки

Вакцинный штамм F. tularensis subsp. holarctica 15/10 

НИИЭГ был получен из Государственной коллекции патоген-

ных микроорганизмов и клеточных культур «ГКПМ-

Оболенск» ФБУН ГНЦ ПМБ (Оболенск, Московская об-

ласть). 

Условия культивирования

Культуры микроорганизмов выращивали при температу-

ре 37°С на плотной питательных среде состава: эритрит-

агар – 3,8%, высушенная кровь крупного рогатого скота – 

1%, глюкоза – 1%, цистеин – 0,05%, тиамина хлорид – 

0,0025%, pH 7,2 (ФБУН ГНЦ ПМБ, Оболенск, Московская 

обл.). Стандартные суспензии клеток 5 × 109 КОЕ/мл штамма 

F. tularensis 15/10 НИИЭГ готовили в забуференном физио-

логическом растворе (0,15 М натрия хлористого и 0,015 М 

калий-натриевого фосфатного буфера, pH 7,4) с использо-

ванием стандарта мутности (ОСО 42-28-85-2012, НЦЭСМП). 

Обеззараживание микробных клеток проводили прогрева-

нием бактериальных суспензий на кипящей водяной бане в 

течение 30 мин.

Наработка моноклональных антител к возбудителю 

туляремии

Для наработки МКАт к липополисахариду F. tularensis ги-

бридому 3F5 [4] выращивали in vitro в культуральных флако-

нах Т-75 (TPP, Швейцария) на среде RPMI-1640 (Gibco, США) 

с добавлением 10% фетальной бычьей сыворотки (HyClone, 

США) при температуре 37°С и 5% СО2. После 4–6 суток 

роста культуральную жидкость с клетками гибридом центри-

фугировали при 500 g в течение 5 мин, осевшие клетки ре-

суспендировали в стерильном 0,9%-м растворе хлорида на-

трия до концентрации 106 клеток/мл и вводили по 1,0 мл 

внутрибрюшинно мышам линии BALB/c. Мышам за 21 сутки 

внутрибрюшинно вводили 0,5 мл пристана (Sigma-Aldrich, 

США). Через 7–10 суток после инъекции суспензии гибри-

дом у мышей собирали асцитную жидкость, содержащую 

МКАт. Клетки из асцитной жидкости удаляли центрифугиро-

ванием при 1000 g в течение 15 мин. Супернатант смешива-

ли в соотношении 1:4 с 0,1 М фосфатным буферным раство-

ром (ФБ) pH 8,6, фильтровали через полиэфирсульфоновый 

фильтр с диаметром пор 0,22 мкм (TPP, Швейцария). 

Очистку МКАт проводили с помощью аффинной хромато-

графии на хроматографической колонке с белок-А сефаро-

зой MabSelectA (Cytiva, США). Колонку предварительно 

уравновешивали ФБ, затем пропускали разведение асцита 

со скоростью 0,5 мл/мин. Связавшиеся иммуноглобулины 

элюировали 0,1 М натрий-цитратным буферным раствором 

pH 3,0 и гель-фильтрационной хроматографией на колонке с 

сефадекс G-25 (Cytiva, США) переводили в фосфатно-соле-

вой буферный раствор (ФСБ) pH 7,4. Концентрацию полу-

ченных иммуноглобулинов определяли на спектрофотоме-

тре DS-11 (DeNovix, США).

Получение иммуномагнитных частиц (ИМЧ)

Для получения ИМЧ с МКАт 3F5 использовали карбоксили-

рованные магнитные частицы (MagSphere, США). 

Карбоксильные группы активировали карбодиимидным мето-

дом с использованием 10 мМ 1-этил-3-(3-диметиламинопро-

пил)-карбодиимида и 20 мМ N-гидроксисукцинимида (Sigma, 

США) в 0,1 М морфолиноэтансульфоновом буферном рас-

творе pH 5,0 c 0,05% Tween-20 (MEST). Активацию магнитных 

частиц проводили при комнатной температуре с постоянным 

перемешиванием в течение 40 мин. После промывки на маг-

нитном штативе к частицам добавляли раствор МКАт 3F5 в 

MEST. Конъюгирование проводили в течение 90 мин при по-

 1 2 3 4 5

Рис. 1. Результат изотермической амплификации образцов 

после иммуномагнитной сепарации: 1 – 103 м.к. F. tularensis, 2 – 

102 м.к. F. tularensis, 3 – 101 м.к. F. tularensis, 4 – отрицательный 

контроль (вода), 5 – положительный контроль (100 пг/мкл ДНК 

F. tularensis).
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стоянном перемешивании. Оставшиеся реакционноспособ-

ные группы частиц инактивировали добавлением 1%-го рас-

твора альбумина. Готовую суспензию ИМЧ промывали и пе-

реводили в ФСБ с 0,1% Triton X-100 и 0,01% азида натрия.

Иммуномагнитная сепарация

В образцы воды из природного водоема объемом 10 мл 

добавляли клетки F. tularensis в количестве от 106 до 101 ми-

кробных клеток. Приготовленные образцы фильтровали 

через фильтровальную бумагу и доводили pH до нейтраль-

ного добавлением 10× концентрата ФСБ. К полученным 

фильтратам добавляли по 50 мкл 0,25%-й суспензии ИМЧ и 

инкубировали с перемешиванием в течение 60 мин. Далее 

частицы осаждали в магнитном штативе и трижды промыва-

ли ФСБТ с осаждением на магнитном штативе. После про-

мывки частицы ресуспендировали в 50 мкл лизирующего 

буферного раствора для выделения ДНК «РибоСОРБ» 

(«Амплисенс», Россия). Для определения оптимального вре-

мени иммуномагнитной сепарации ИМЧ инкубировали с об-

разцами в течение 60, 40 и 20 мин.

Изотермическая амплификация

Для постановки изотермической амплификации исполь-

зовали набор праймеров acpFt101 [5]. Реакция LAMP прово-

дилась в объеме 25 мкл с использованием по 0,2 μМ прай-

меров acpFt101-F3 и acpFt101-B3, по 1,6 μМ праймеров 

acpFt101-FIP и acpFt101-BIP («Синтол», Россия), 2,5 мкл 10× 

буферного раствора для LAMP («РусЭнзим», Россия), 1,4 

мМ дНТФ («Ероген», Россия), 0,8 М бетаина (Sigma-Aldrich, 

США), 8 IU полимеразы Bst (NEB, США) и 5 мкл образца ДНК 

F. tularensis после иммуномагнитной сепарации. Стерильной 

деионизованной водой доводили объем до 25 мкл. В каче-

стве отрицательного контроля использовали воду для инъек-

ций, для положительного контроля – ДНК, выделенную из 

штамма F. tularensis subsp. holarctica 15/10 НИИЭГ. Реакция 

проводилась при 63°C 45 мин и останавливалась прогревом 

до 80°C 2 мин. Нагрев проводили в твердотельном термо-

стате «Гном» («ДНК-технологии», Россия).

Анализ продуктов реакции LAMP

Ампликоны LAMP определяли визуально по свечению 

интеркалирующего красителя SYTO 82 (Invitrogen, США) при 

УФ-облучении в трансиллюминаторе (Vilber Lourmat, 

Франция). О положительной реакции судили по появлению 

интенсивного желто-зеленого свечения. 

Результаты и обсуждение

Из рис. 1 видно, что предел чувствительности метода 

ИМС-LAMP составил 103 микробных клеток F. tularensis при 

длительности иммуномагнитной сепарации 60 мин.

Уменьшение времени инкубирования образцов с ИМЧ по-

казало, что вероятность положительного результата ампли-

фикации снижается (рис. 2). При инкубации в течение 

40 мин вероятность обнаружения F. tularensis составила 

66%, а при инкубации в течение 20 мин – 33%.

Заключение

Проведенное исследование продемонстрировало возмож-

ность сочетанного использования иммуномагнитной сепара-

ции и изотермической амплификации для детекции F. tularen-

sis в образцах воды из природного водоема. Предложенная 

методика позволяет провести анализ в течение 3 ч с момента 

отбора пробы. Полученные результаты открывают перспекти-

вы внедрения данной методики для детекции F. tularensis в 

природных образцах другого происхождения. Исследованная 

методика не требует высококвалифицированного персонала 

и сложного, дорогостоящего оборудования.
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В учебнике представлено современное изложение эпидемиологии как науки, изучающей за-

кономерности возникновения и распространения любых патологических состояний среди людей 

и разрабатывающей меры борьбы с заболеваниями.

Особое внимание уделено популяционным эпидемиологическим методам, используемым для 

выявления причин возникновения и распространения инфекционных и неинфекционных заболе-

ваний. Подробно рассмотрены последние методические приемы эпидемиологии (эпидемиологи-

ческой диагностики), включая их практическую реализацию.

Впервые дана подробная характеристика системы эпидемиологического надзора за всеми 

группами заболеваний.

Учебник написан в соответствии с программой по эпидемиологии, утвержденной Минздравом 

России, и предназначен студентам медико-профилактических факультетов медицинских вузов.
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Опыт применения отечественных питательных 

сред при выделении сальмонелл из кормов 

и биологического материала животных

А.А.Кремлева1, О.В.Полосенко2, Л.В.Домотенко2

1ФГБУ ВНИИЗЖ «Федеральный центр охраны здоровья животных», Москва, Российская Федерация; 
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Оболенск, Московская область, Российская Федерация

При исследовании кормов и биологического материала животных на наличие бактерий рода Salmonella действующи-
ми нормативными документами Российской Федерации определен ряд питательных сред. 
Проведены исследования по обнаружению и выделению сальмонелл из кормов для животных, а также из патологиче-
ского и биологического материала животных на основании сравнительного анализа рекомендованных питательных 
сред (агар Эндо-ГРМ, агар МакКонки-ГРМ, агар Плоскирева-ГРМ, висмут-сульфит-ГРМ-агар) и новой питательной 
среды – Гектоенагар. Из 240 проанализированных образцов с применением всех используемых питательных сред 
было выделено 36 изолятов сальмонелл с последующим установлением их видовой принадлежности. 
На основании сравнительного анализа всех питательных сред, предназначенных для выделения сальмонелл, доказа-
но, что Гектоенагар не только обладает улучшенными дифференцирующими свойствами, что позволило легко опре-
делить состав микробных ассоциаций, но и селективными свойствами за счет включения в состав ингибиторов, 
подавляющих рост большинства сопутствующих микроорганизмов.
Обоснованное применение отечественной питательной среды Гектоенагар позволит в полном объеме удовлетворить 
потребности лабораторий ветеринарной микробиологии в качественных питательных средах, гарантирующих каче-
ство и стабильность при выделении сальмонелл из исследуемого материала.
Ключевые слова: Salmonella, исследовании кормов и биологического материала животных, Гектоенагар
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Experience of using domestic nutrient media to isolate 
salmonella from animal feed and biological material
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2State Research Center for Applied Microbiology and Biotechnolog of Rospotrebnadzor, Obolensk, Moscow Region, 
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Studying animal feed and biological materials for Salmonella bacteria has determined a number of appropriate nutrient media 
according to some regulatory documents of the Russian Federation.
Studies have been conducted to identify and isolate Salmonella from animal feed, as well as from pathological and biological 
animal samples by comparing the following recommended nutrient media: Endo-FMH (Fish Meal Hydrolysate) agar, McConkey-
FMH agar, Ploskirev-FMH agar, Bismuth-sulfite-FMH-agar, and a new domestic nutrient medium Hectoenagar. Of 240 samples 
analyzed by using the media 36 salmonella isolates were obtained followed by their species identification.
The comparative analysis of the media to isolate Salmonella has showed that the Hectoenagar medium not only possesses 
improved differentiating properties allowing easy identification of the composition of microbial associations, but also has 
selective properties due to introduced inhibitors suppressing the growth of most concomitant microorganisms.
The reasonable application of the medium Hectoenagar will fully satisfy the need of veterinary microbiology laboratories for 
high-quality nutrient media assuring the quality and stability of Salmonella isolation from test materials.
Key words: Salmonella, study of animal feed and biological material, Hektoenagar
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С
истема контроля качества и безопасности сырья и про-

дуктов животного происхождения предусматривает 

комплексный контроль по всей технологической цепочке 

непосредственно от животных до готовой продукции. 

Особого внимания требуют те случаи, когда внешне клини-

чески здоровые животные являются носителями опасных 

для здоровья человека возбудителей инфекционных и инва-

зионных заболеваний.

Современный уровень требований к качеству и безопас-

ности продуктов пищевой, кормовой промышленности, эко-

логическому состоянию окружающей среды выдвигает не-

обходимость создания быстрых и надежных методов обна-

ружения в них патогенных бактерий, в частности бактерий 

рода Salmonella [1]. 

Сальмонеллы в настоящее время признаны индикаторны-

ми для всей группы патогенных кишечных бактерий. 

Сальмонеллез является одним из наиболее часто регистри-

руемых заболеваний пищевого происхождения во всем 

мире. Возникновение и распространение устойчивых форм 

патогенных бактерий – глобальная проблема ветеринарии и 

общественного здравоохранения. 

Поскольку сальмонеллез и сейчас является одной из 

самых распространенных инфекций, актуальным является 

ускоренное выделение патогенов из объектов, представляю-

щих биологическую опасность.

Учитывая полиморфизм клинических проявлений сальмо-

неллезов, лабораторные исследования с применением бак-

териологических и серологических методов являются важ-

ным звеном в диагностике [2].

Все более широкое применение в практике лабораторий 

находит использование современных иммунологических, мо-

лекулярно-генетических и других методов. Но, несмотря на 

достигнутые успехи, не все лаборатории, занятые в сфере 

анализа продовольственного сырья и кормов, а также биоло-

гического материала, имеют возможность использовать в 

своей практике дорогостоящие методы анализа (полимераз-

ная цепная реакция, масс-спектрометрия и др.). Поэтому до-

ступный культуральный метод до сих пор остается востребо-

ванным и актуальным в ветеринарии при выделении сальмо-

нелл. Кроме того, перед современной наукой стоит задача 

оснастить специалистов, занятых в области обеспечения 

безопасности сырья животного происхождения и кормов, со-

временными питательными средами с улучшенными ростовы-

ми и дифференциально-диагностическими свойствами [3–6]. 

Эффективность проводимого исследования, направлен-

ного на выделение сальмонелл из разных материалов, в 

первую очередь зависит от применения качественных сред 

обогащения и адекватных дифференциально-диагностиче-

ских сред. 

Санитарно-микробиологическое исследование кормов 

для животных должно включать оптимальный набор пита-

тельных сред для выявления степени недоброкачественно-

сти продуктов, оказывающих непосредственное влияние на 

здоровье населения. Правила бактериологического иссле-

дования кормов на наличие сальмонелл регламентируют 

использование питательных сред: среды Плоскирева, 

Левина, висмут-сульфит-агара [7]. При лабораторной диа-

гностике сальмонеллезов, а также обнаружении сальмонелл 

в пищевых продуктах и объектах окружающей среды ис-

пользуются: агар Эндо, агар Сальмонелла-Шигелла (SS-

агар), ксилозо-лизин-деоксихолат-агар, бриллиант-грюн-

агар, агар Мак-Конки [8]. 

Международными стандартами для выделения сальмо-

нелл и шигелл из клинического материала рекомендуется 

селективная питательная среда Гектоенагар, обладающая 

четкими дифференцирующими свойствами, но не использу-

емая в России из-за ее отсутствия. По этой же причине 

среда не используется и в ветеринарии. 

Разработка и применение современных методов и средств 

диагностики инфекционных болезней животных, мониторинг 

ситуации с распространением возбудителей, в том числе 

бактерий рода Salmonella, является актуальной задачей всех 

филиалов Федерального центра охраны здоровья животных 

(ВНИИЗЖ). Поэтому целью работы явилась оценка совре-

менной ситуации по наличию сальмонелл в кормах для жи-

вотных и в биологическом животном материале на основа-

нии сравнительного анализа ряда питательных сред. 

Материалы и методы

На базе микробиологической лаборатории в ИЦНМВЛ 

ФГБУ ВНИИЗЖ г. Москва совместно с сотрудниками ФБУН 

ГНЦ ПМБ проведены исследования по определению степени 

контаминации и видового состава сальмонелл из кормов 

для животных и биологического материала с использовани-

ем набора современных питательных сред.

Было исследовано 240 образцов: корма для животных 

(n = 140), патологический материал (n = 15) и биологический 

материал (n = 85). В работе были использованы отечествен-

ные питательные среды: 

накопительные – питательная среда для неселективного 

накопления бактерий (забуференная пептонная вода); пита-

тельная среда для накопления сальмонелл (селенитовый 

бульон); среда Мюллера–Кауфмана, питательный бульон 

для накопления сальмонелл по Раппапорту–Вассилиадису 

(RVS-бульон); 

дифференциально-диагностические – питательная среда 

для обнаружения и выделения колиформных бактерий и ки-

шечных патогенов (агар МакКонки-ГРМ); питательная среда 

для выделения сальмонелл (висмут-сульфит-ГРМ-агар); пи-

тательная среда для выделения шигелл и сальмонелл (агар 

Плоскирева-ГРМ); питательная среда для выделения энте-

робактерий (агар Эндо-ГРМ); дифференциально-селектив-

ная питательная среда для выделения шигелл и сальмонелл 

(Гектоенагар). 

Приготовление сред проводилось в строгом соответствии 

с инструкцией по применению. Посев материала осущест-

влялся на среды одного дня приготовления с соблюдением 

условия равнозначности.

Ростовые свойства оценивались по наличию выросших 

колоний типичной для сальмонелл морфологии. 

Дифференцирующие свойства – по характеру роста штам-

мов энтеробактерий, ферментирующих и неферментирую-

щих лактозу, продуцирующих и не продуцирующих серово-

дород. Ингибирующие свойства – по наличию выросших ко-

лоний нетипичной для энтеробактерий морфологии.

«Правила бактериологического исследования кормов» 

использовались при исследовании кормов для животных [7]. 
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При выделении сальмонелл из биологического и патологи-

ческого материала руководствовались МУ 4.2.2723-10 

«Лабораторная диагностика сальмонеллезов, обнаружение 

сальмонелл в пищевых продуктах и объектах окружающей 

среды» [8].

Биохимическую типизацию выделенных изолятов прово-

дили с применением среды Клиглера-ГРМ и с помощью 

стрипов API 20Е.

Для идентификации выросших колоний использовали 

метод времяпролетной MALDI-TOF масс-спектрометрии с 

помощью программного обеспечения FlexControl (Bruker 

Daltonik, Германия).

Серологическую группу выделенных культур сальмонелл 

определяли в реакции агглютинации (РА) сыворотками диа-

гностическими адсорбированными для РА ПЕТСАЛ® произ-

водства ФГУП «Санкт-Петербургский научно-исследова-

тельский институт вакцин и сывороток и предприятие по 

производству бактерийных препаратов». Серологический 

вариант штамма определяли в соответствии со схемой 

Кауфмана–Уайта.

Результаты и обсуждение

При исследовании образцов кормов использовали метод 

предварительного обогащения, традиционно используемый 

при исследовании пищевых продуктов на наличие сальмо-

нелл. Для этого навеску корма 25 г вносили в 225 мл забу-

ференной пептонной воды. Спустя 18–24 ч инкубации при 

37°C по 1,0 мл культуральной жидкости вносили в 9 мл бу-

льона Мюллера–Кауфмана и селенитового бульона.

Образцы биологического материала (фекалии сельскохо-

зяйственных животных и помет птиц) после суспендирова-

ния (1 г в 10 мл 0,85%-го физиологического раствора) пере-

севали в количестве 1,0 мл в накопительные питательные 

среды: селенитовый бульон и RVS-бульон. 

Для выделения возбудителя сальмонеллеза птиц отбира-

ли кусочки паренхиматозных органов, гомогенизировали в 

0,85%-м физиологическом растворе, затем также проводи-

ли пересев в среды накопления: селенитовый и RVS-бульон. 

По истечении срока накопления образцов во всех жидких 

селективных средах (24 ч при 37°C и 41,5°C для RVS-

бульона) во всех посевах образцов визуально наблюдался 

рост в виде диффузного помутнения с обесцвечиванием 

среды или без него. После накопления в селективных бульо-

нах выявление сальмонелл упрощается, поскольку сопут-

ствующая микрофлора после культивирования в таких сре-

дах в значительной степени подавлена. Из всех пробирок 

бактериологической петлей проводились штриховые пере-

севы на плотные дифференциально-диагностические пита-

тельные среды: агар МакКонки-ГРМ, висмут-сульфит-ГРМ-

агар, агар Плоскирева-ГРМ, агар Эндо-ГРМ и Гектоенагар. 

Учет результатов проводили через 18–20 ч инкубации, от-

мечая наличие дифференциации лактозоотрицательных 

сальмонелл от лактозоположительных штаммов эшерихий 

на средах агар МакКонки-ГРМ, Плоскирева-ГРМ и Эндо-

ГРМ и по сероводородпродуцирующему признаку на висмут-

сульфит-ГРМ-агаре и Гектоенагаре. Окончательный учет 

результатов для висмут-сульфит-ГРМ-агара проводили 

через 48 ч. 

Через 18 и 48 ч инкубации посевов на плотных диффе-

ренциально-диагностических средах учитывали рост коло-

ний с характерной для искомых микроорганизмов морфоло-

гией:

• круглые, прозрачные бесцветные или слегка розового 

цвета, со слабо выраженным центром колонии (лактозо-

отрицательные) на агаре Эндо-ГРМ,

• круглые бесцветные или слегка розового цвета, нежные, 

гладкие (лактозоотрицательные) на агаре Плоскирева-ГРМ,

• гладкие, бесцветные или бледно-розовые колонии (лак-

тозоотрицательные) на агаре МакКонки-ГРМ,

• круглые или полиморфные, черные или темно-зеленые 

колонии, с металлическим блеском и окрашиванием среды 

под колониями в черный цвет (сероводородположительные) 

на висмут-сульфит-ГРМ-агаре, 

• зеленовато-голубые колонии с черным центром (серово-

дородположительные) на Гектоенагаре. 

Корма. После накопления в селенитовом бульоне и бульо-

не Мюллера–Кауфмана и пересева на все питательные 

дифференциально-диагностические среды было обнаруже-

но 32 образца, обсемененных лактозоотрицательными и се-

роводородположительными микроорганизмами. 

Патологический материал. После пересева с селективных 

сред накопления (селенитовый бульон и бульон RVS) на 

дифференциально-диагностических средах (агар МакКонки-

ГРМ, агар Плоскирева-ГРМ, агар Эндо-ГРМ, а также висмут-

сульфит-ГРМ-агар и Гектоенагар) было выявлено 11 образ-

цов, обсемененных лактозоотрицательными и сероводород-

положительными микроорганизмами. 

Биологический материал. Этапы селективного обогаще-

ния в бульонах (RVS и селенитовый) с последующим пере-

севом на дифференциально-диагностические среды (агар 

МакКонки-ГРМ, висмут-сульфит-ГРМ-агар, агар Плоскирева-

ГРМ, агар Эндо-ГРМ и Гектоенагар) позволили отобрать 

всего 74 образца. Некоторые чашки с питательными агара-

ми Эндо-ГРМ и Плоскирева-ГРМ в дальнейшей работе не 

использовались из-за невозможности выделить чистую 

культуру из-за присутствия бактерии рода протея, частично 

затянувшего поверхность питательной среды вуалеобраз-

ным налетом.

На чашках с посевами остальных образцов подозритель-

ных колоний не обнаружено.

По культуральным свойствам отобраны 117 чашек с ро-

стом, где были обнаружены лактозоотрицательные и серо-

водородположительные колонии. 

Подозрительные на принадлежность к роду Salmonella 

колонии по 1–6 с чашки идентифицировались по культураль-

ным, морфологическим, тинкториальным, ферментативным 

и антигенным свойствам.

На отобранных чашках Петри с питательными средами 

обнаружены сформированные колонии с типичной для саль-

монелл морфологией: на агаре Эндо-ГРМ – бесцветные или 

слегка розового цвета; на агаре Плоскирева-ГРМ – круглые 

бесцветные или слегка розового цвета колонии; на агаре 

МакКонки-ГРМ – бледно-розовые колонии; на Гектоенагаре – 

зеленовато-голубые колонии с черным центром; на висмут-

сульфит-ГРМ-агаре – черные или темно-зеленые колонии с 

металлическим блеском и окрашиванием среды под колони-

ями в черный цвет. 
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Ферментативные свойства бактерий, подозрительных на 

принадлежность к сальмонеллам, определяли на среде 

Клиглера-ГРМ и на стрипах для биохимической идентифика-

ции API 20Е. Антигенные свойства – в РА с сыворотками 

сальмонеллезными диагностическими адсорбированными 

ПЕТСАЛ®. Серологический вариант штамма определяли в 

соответствии со схемой Кауфмана–Уайта. Видовая иденти-

фикация подтверждалась с помощью метода времяпролет-

ной MALDI-TOF масс-спектрометрии.

После дополнительных тестов для всех лактозоотрица-

тельных и сероводородположительных микроорганизмов, 

выросших на испытуемых средах, родовая и видовая при-

надлежность к сальмонеллам подтверждена только у 36 

изолятов, остальным отобранным образцам дано отрица-

тельное заключение «сальмонеллы не обнаружены».

Из 240 исследованных образцов (корма для животных и 

биологический материал) с использованием всех питатель-

ных сред было выделено 36 изолятов: S. Derby – 3, 

S. Reading – 1, S. Typhimurium – 2, S. Give – 1, S. Infantis – 6, 

S. Enteritidis – 13, S. Oranienburg – 1, S. Rissen – 1, S. Uganda – 

3, S. Kedougou – 1, S. Brandenburg – 1, S. Dublin – 3 (таблица). 

В результате всех проведенных исследований отмечено, 

что питательные среды Эндо-ГРМ и Плоскирева-ГРМ обес-

печивали дифференциацию лактозоотрицательных сальмо-

нелл от лактозоположительных, но при посеве некоторых 

образцов помета птиц, содержащих большое количество 

бактерий рода Proteus, было отмечено очаговое роение, ко-

торое затрудняло выделение искомых бактерий. Агар 

МакКонки также позволяет провести дифференциацию ми-

кроорганизмов по признаку ферментации лактозы, но на 

среде отмечался рост грамположительной микрофлоры, что 

также затрудняло выделение патогена.

Висмут-сульфит-ГРМ-агар обладал более выраженными 

ингибирующими свойствами в отношении ряда энтеробакте-

рий и грамположительной микрофлоры. Положительным фак-

тором явилось отсутствие роения протеев, что способствова-

ло выделению сальмонелл. Но при исследовании некоторых 

образцов помета и фекалий, содержащих большое количе-

ство эшерихий, при длительной инкубации посевов до 48 ч 

обнаруживался рост Escherichia coli, что затрудняло выделе-

ние сальмонелл из-за сходной их морфологии с эшерихиями.

Дифференциально-селективная питательная среда для 

выделения шигелл и сальмонелл (Гектоенагар) обеспечива-

ла хороший рост бактерий родов Salmonella и их четкую 

дифференциацию от других представителей энтеробакте-

рий. Рост эшерихий на Гектоенагаре значительно подавлял-

ся, что явилось преимуществом этой питательной среды при 

исследовании биологического материала животных.

Таблица. Выделенные бактерии рода Salmonella spp. при 

использовании питательных сред: агар МакКонки-ГРМ, агар 

Плоскирева-ГРМ, агар Эндо-ГРМ, висмут-сульфит-ГРМ-агар, 

Гектоенагар

№ 
п/п

Источник Наименование образца Выделенный 
серовар (по 
результатам 
исследования 

1. корма хрустики из рубца барана XXL – мягкая 
упаковка

S. Derby

2. корма отходы от переработки мясопродуктов 
животных

S. Derby

3. корма отходы от переработки мясопродуктов 
животных

S. Reading

4. корма желудок бараний – Б2-L I-фазный S. 
Typhimurium

5. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Give

6. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Infantis

7. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Infantis

8. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Enteritidis

9. корма части кролика непищевые 
замороженные

I-фазный 
S. Typhimurium

10. корма части кролика непищевые 
замороженные

S. Oranienburg

11. корма хрустики из рубца барана XXL – мягкая 
упаковка

S. Rissen

12. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Enteritidis

13. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Enteritidis

14. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Enteritidis

15. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Enteritidis

16. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Enteritidis

17. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Infantis

18. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Infantis

19. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Infantis

20. корма мясные и рыбные корма для пушных 
зверей

S. Infantis

21. корма шейки куриные – мягкая упаковка 
лакомство для собак

S. Uganda

22. корма колечки из трахеи – мягкая упаковка 
лакомство для собак

S. Uganda

23. корма шейки куриные – мягкая упаковка 
лакомство для собак

S. Uganda

24. корма шейки куриные для собак S. Kedougou

25. животные трупы птиц S. Enteritidis

26. животные трупы птиц S. Enteritidis

27. животные трупы птиц S. Enteritidis

28. животные трупы птиц S. Enteritidis

29. животные помет птиц S. Enteritidis

30. животные помет птиц S. Enteritidis

31. животные помет птиц S. Enteritidis

32. животные помет птиц S. Derby

33. животные помет птиц S. Brandenburg

34. животные фекалии крупного рогатого скота S. Dublin

35. животные фекалии крупного рогатого скота S. Dublin

36. животные фекалии крупного рогатого скота S. Dublin
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Заключение

Сравнительные исследования качества всех используе-

мых питательных сред при выделении сальмонелл из кор-

мов и биологического материала животных показали, что 

питательные среды агар Эндо-ГРМ, агар Плоскирева-ГРМ и 

агар МакКонки-ГРМ обеспечивали дифференциацию лак-

тозоотрицательных сальмонелл от лактозоположительных 

бактерий, но на средах агар Эндо-ГРМ, Агар Плоскирева-

ГРМ наблюдался рост протея в виде очагового роения, а на 

агаре МакКонки-ГРМ был замечен рост грамположитель-

ной микрофлоры, что затрудняло выявление искомых пато-

генов. 

Висмут-сульфит-агар обладал выраженной селективно-

стью, но длительная инкубация посевов (до 48 ч при иссле-

довании некоторых образцов) приводила к росту других 

представителей энтеробактерий, сходных по морфологии. 

Использование современной питательной среды 

Гектоенагар позволило не только определить состав ми-

кробных ассоциаций за счет четких дифференцирующих 

свойств, но и в силу выраженных селективных свойств 

среды подавить нежелательную сопутствующую микро-

флору.

Использование рекомендованных нормативными доку-

ментами Российской Федерации питательных сред в ветери-

нарных лабораториях ограничивает возможность примене-

ния более современных с улучшенными ростовыми и диф-

ференциально-диагностическими свойствами питательных 

сред. В этой связи необходима актуализация методик ис-

следования кормов для животных, а также патологического 

и биологического материала животных по выделению саль-

монелл. Внедрение современных эффективных питатель-

ных сред в методические документы позволит повысить ре-

зультативность бактериологических исследований в ветери-

нарных лабораториях.
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Сравнительная оценка антибактериальной 

эффективности рифабутина и комбинации 

рифабутина с 4-гексилрезорцином 

в отношении антибиотикорезистентных 

Mycobacterium tuberculosis in vitro 

О.Ю.Манзенюк1, Ю.А.Николаев1,2, Т.Н.Мухина1, В.В.Фирстова1, Э.И.Кязимов3, И.Г.Шемякин1
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Антимикробная добавка 4-гексилрезорцин (ГР) использовалась ранее для усиления действия антибиотиков в отноше-
нии нетуберкулезных лабораторных штаммов. Для повышения эффективности противотуберкулезных препаратов ГР 
применяется впервые. 
Было показано снижение в 2 раза минимальной ингибирующей концентрации (МИК) антибиотика рифабутин в при-
сутствии ½ МИК ГР. МИК рифабутина снизилась с 0,06 до 0,03 мкг/мл на фоне ½ МИК ГР (25 мкг/мл) только для штам-
ма Mycobacterium tuberculosis 5360/42 (мутации в гене katG: 315 ACC). 
Таким образом, хотя ГР нельзя отнести к универсальным адьювантам противотуберкулезных препаратов, однако его 
комбинацию с рифабутином следует рассматривать как перспективный вариант поиска относительно дешевых схем 
лечения туберкулезной инфекции в случае, когда препараты первого ряда не эффективны. 
Ключевые слова: Mycobacterium tuberculosis, 4-гексилрезорцин, туберкулез, антибиотикорезистентность, рифабутин 
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Comparative evaluation of the antibacterial effectiveness 
of rifabutin and a combination of rifabutin 
with 4-hexylresorcin against antibiotic-resistant 
Mycobacterium tuberculosis in vitro

O.Yu.Manzenyuk1, Yu.A.Nikolaev1,2, T.N.Mukhina1, V.V.Firstova1, E.I.Kazimov3, I.G.Shemyakin1
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Russian Federation;
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The antimicrobial adjuvant 4-hexylresorcinol (HR) has previously been used to enhance the antibiotics effect against non-
tuberculosis laboratory strains. Here HR was applied for the first time in order to increase the effectiveness of anti-tuberculosis 
medicines.
A 2-fold decrease in the minimum inhibitory concentration (MIC) of the antibiotic rifabutin was shown in the presence of ½ MIC 
of GR. MIC of rifabutin decreased from 0.06 to 0.03 μg/ml in the presence of ½ MIC  GR (25 μg/ml) for Mycobacterium 
tuberculosis strain 5360/42 only (mutations in the katG gene: 315 ACC). 
Thus, it is important to mention that HR is not universal adjuvant of anti-TB praparations, however, in combination with rifabutin, 
it may be a promising option for relatively cheap treatment regimens for tuberculosis infection when 1st-line drugs are not effective.
Key words: Mycobacterium tuberculosis, 4-hexylresorcinol, tuberculosis, antibiotic resistance, rifabutin
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С
огласно Докладу Всемирной организации здравоохра-

нения о глобальной борьбе с туберкулезом 2021 г., 

из-за пандемии COVID-19 впервые за десять лет показатели 

смертности от туберкулеза возросли [2]. Заболеваемость 

туберкулезом в России составила 41,2 на 100 тыс. населе-

ния, смертность – 30% [3].

Для предотвращения подъема заболеваемости туберку-

лезной инфекцией особую актуальность приобретает задача 

создания комбинаций препаратов из уже известных соеди-

нений, обладающих синергическим действием и преодоле-

вающих порог устойчивости к монопрепаратам [4]. 

Необходимым параметром отбора таких комбинаций являет-

ся снижение действующих доз антибиотиков и статистиче-

ски достоверное уменьшение численности бактерий. 

Целью исследования является изучение антибактери-

альной эффективности антибиотика рифабутина в комбина-

ции с гексилрезорцином (ГР) в отношении антибиотикорези-

стентных микобактерий Mycobacterium tuberculosis in vitro. 

Материалы и методы

Для определения минимальных ингибирующих концен-

траций (МИК) использовали экспресс-метод с функциональ-

ным красителем Alamar Blue [5], а также традиционный 

метод – по наличию или отсутствию роста микобактерий на 

питательных средах.

Метод 1. К раститрованным в планшетах противотуберку-

лезным препаратам добавляли ГР в концентрациях, равных 

½ МИК. Далее в лунки планшетов вносили микобактериаль-

ную культуру (по 100 мкл в концентрации 106 кл./мл,), инку-

бировали в течение 2 суток при 37°C и затем добавляли 

краситель Alamar Blue (Sigma) до концентрации 50 мкМ. В 

присутствии живых клеток происходило восстановление 

красителя и развитие розовой окраски, интенсивность кото-

рой прямо пропорциональна количеству активных клеток. 

Через 24 ч результаты учитывали с помощью микроплан-

шетного флюориметра (Микропланшетный фотометр-флюо-

риметр «ФФМ-01», Россия).

Величину антибактериальной активности (АА, снижение 

роста от контроля в процентах) препарата вычисляли со-

гласно формуле: 

АА = (1 - (Fl(препарат)/Fl(контроль культуры)) × 100,

где Fl – интенсивность флюоресценции. 

За пороговый уровень принята величина 20%. 

Метод 2. Для определения МИК противотуберкулезных 

препаратов и ГР из лунок планшетов, содержащих микобак-

терии с препаратами в различных концентрациях, инкубиро-

ванных в течение 28 суток, делали высевы на плотную пита-

тельную среду Middlebrook 7H10 (HiMedia) с добавлением 

10% ростовой добавки OADS (HiMedia). Посевы инкубирова-

ли в термостате при 37°C в течение 21–28 дней. За МИК 

принимали наименьшую концентрацию препарата, при кото-

рой отсутствовал рост в лунках планшета.

Результаты и обсуждение

Вначале была исследована противотуберкулезная актив-

ность 6 антимикробных препаратов. МИК шести противоту-

беркулезных препаратов (рифабутин, офлоксацин, амика-

цин, капреомицин, стрептомицин, кларитромицин) варьиро-

вали для антибиотикоустойчивых штаммов M. tuberculosis от 

0,06 (рифабутин) до 128 мкг/мл (стрептомицин). Для ГР МИК 

составил 50 мкг/мл. На фоне ½ МИК ГР (25 мкг/мл) для ре-

зистентного штамма M. tuberculosis 5360/42 концентрация 

рифабутина снизилась с 0,06 до 0,03 мкг/мл. 

Для оценки антимикробной активности по уровню флуо-

ресценции функционального красителя Alamar Blue вначале 

был определен пороговый (фоновый) уровень флуоресцен-

ции, который по нашим расчетам не превышал 20%. Для 

рифабутина величина АА равнялась 32,55%, для комбина-

ции рифабутин + ГР – 31,62%.

Таким образом, стало очевидным, что комбинация рифа-

бутин + гексилрезорцин может быть отобрана для дальней-

ших исследований in vivo на модели туберкулеза мышей. 

Впоследствии данные результаты могут послужить осно-

вой для поиска новых схем лечения туберкулеза в тех случа-

ях, когда противотуберкулезные препараты первого ряда не 

эффективны,
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Н о в о с т и  н а у к и

Новое семейство морских бактерий с большим потенциалом 
для синтеза новых натуральных продуктов

Природные микробные сообщества филогенетически и метаболиче-

ски разнообразны. В дополнение к малоизученным группам организмов 

это разнообразие включает в себя богатый потенциал открытия экологи-

чески и биотехнологически важных ферментов и биохимических соеди-

нений. Биосинтетический потенциал микроорганизмов в открытом океа-

не остается в значительной степени неизведанным из-за ограничений в 

анализе данных с разрешением генома в глобальном масштабе. 

Исследовано разнообразие и новизна кластеров биосинтетических 

генов в океане, интегрировав около 10 000 микробных геномов из куль-

тивируемых и одиночных клеток с более чем 25 000 недавно реконстру-

ированных черновых геномов из более чем 1000 образцов морской 

воды. Выявили около 40 000 предполагаемых в основном новых класте-

ров биосинтетических генов, некоторые из которых были обнаружены в ранее не подозревавшихся филогенетических груп-

пах. Среди этих групп идентифицировали линию, богатую кластерами биосинтетических генов (Candidatus Eudoremicrobiaceae), 

которая принадлежит к некультивируемому бактериальному типу и включает некоторые из наиболее биосинтетически раз-

нообразных микроорганизмов в этой среде. Из них охарактеризовали пути фосфептина и питонамида, выявив случаи нео-

бычной структуры биоактивных соединений и энзимологии соответственно. Это исследование демонстрирует, как страте-

гии, основанные на микробиомике, могут позволить исследовать ранее неописанные ферменты и натуральные продукты в 

малоизученных микробных группах и средах.

Paoli L, Ruscheweyh HJ, Forneris CC, et al. 

Biosynthetic potential of the global ocean microbiome. Nature. 2022 Jun 22. DOI: 10.1038/s41586-022-04862-3
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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
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Потенциал повышения чувствительности 

определения патогенов при сочетании 

магнитофоретической хроматографии 

и изотермической амплификации 

нуклеиновых кислот

С.Г.Игнатов, А.Г.Волошин, С.Ф.Бикетов
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Оболенск, Московская область, Российская Федерация

В настоящее время микроскопия, иммуноанализ и молекулярная диагностика внесли огромный вклад в идентифика-
цию возбудителей инфекционных заболеваний. Стандартный микробиологический подход, связанный с высевом 
образцов на питательные среды, является одним из лучших методов обнаружения патогенов. Однако сложная и тру-
доемкая процедура требует квалифицированных специалистов и длительна по времени выполнения. Как правило, для 
обнаружения возбудителей широко используются методы полимеразной цепной реакции (ПЦР) и иммуноферментно-
го анализа (ИФА). Однако для ПЦР требуется дорогостоящее аналитическое оборудование и дополнительная стадии 
очистки, а ИФА сталкивается с серьезными проблемами из-за дорогих антител, большего времени обнаружения и 
низкой чувствительности. Поэтому для повышения чувствительности предлагается использовать комбинацию 
нескольких подходов. Данный обзор посвящен сочетанию магнитофоретической хроматографии с изотермической 
амплификацией нуклеиновых кислот.
Ключевые слова: определение патогенов, магнитофоретическая хроматография, изотермическая амплификация 
нуклеиновых кислот
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Immunoanalysis and molecular diagnostics have made a huge contribution to the identification of pathogens of infectious 
diseases at present, microscopy. The standard microbiological approach, involving inoculation of biological samples on culture 
media, is one of the best methods for pathogen detection. However, a complex and time-consuming procedure requires 
qualified specialists and a long time. As a rule, polymerase chain reaction (PCR) and enzyme immunoassay (ELISA) methods 
are widely used to detect pathogens. However, PCR requires expensive analytical equipment and an additional purification step, 
and ELISA has serious problems due to expensive antibodies, longer detection times, and low sensitivity. Therefore, to increase 
sensitivity, it is proposed to use a combination of several approaches. This review is devoted to the combination of 
magnetophoretic chromatography and isothermal amplification of nucleic acids.
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Б
ыстрое и чувствительное обнаружение патогенных 

бактерий в различных образцах важно для предотвра-

щения бактериальных заболеваний. При практическом при-

менении методов идентификации микроорганизмов нужно 

учитывать, что большинство целевых патогенов находятся 

в сложных матрицах с примесями и, следовательно, необ-

ходима предварительная обработка исследуемого матери-

ала. Среди различных методов предварительной очистки, 

привлекает внимание предварительная обработка на осно-

ве магнитных наночастиц (МНЧ) оксида железа благодаря 

их уникальным свойствам, таким как высокая магнитная 

восприимчивость, суперпарамагнетизм и биосовмести-

мость. После захвата бактерий-мишеней с помощью МНЧ, 

функционализированных распознающими молекулами, 

комплексы бактерии–МНЧ могут быть легко разделены и 

обогащены с помощью приложения внешнего магнитного 

поля. Рассмотрим последние достижения в области пред-

варительной магнитной обработки патогенных бактерий. 

Магнитофоретическая хроматография

Хотя многочисленные методы, разработанные на сегод-

няшний день, чувствительны и требуют лишь небольшого 

объема пробы, они не подходят для обнаружения патоген-

ных бактерий в больших пробах с большим количеством 

биологического материала и жидкостей. При наличии не-

большого количества возбудителя проведенный анализ 

может давать ложноотрицательный сигнал, если для обна-

ружения используется небольшой объем образца. Кроме 

того, наличие различных примесей в образцах может ме-

шать обнаружению и снижать чувствительность. Чтобы пре-

одолеть эти ограничения, требуется процесс предваритель-

ной обработки, который отделяет и концентрирует целевые 

бактерии. Фильтрация и центрифугирование являются тра-

диционными методами предварительной обработки бакте-

риальных растворов [1]. Эти методы широко используются 

во многих областях, потому что они просты, быстры и недо-

роги. Однако фильтрация и центрифугирование включают 

несколько этапов концентрации и промывки целевых бакте-

рий, что приводит к повреждению бактерий и потере образ-

ца. Кроме того, эти методы трудно интегрировать с метода-

ми обнаружения, что ограничивает автоматизацию всего 

процесса и производство портативных устройств. Из-за этих 

ограничений методы предварительной обработки на основе 

МНЧ привлекли значительное внимание как многообещаю-

щая альтернатива.

Магнитная сепарация в основном использует МНЧ оксида 

железа (Fe3O4) для разделения и обогащения мишеней бла-

годаря их уникальным свойствам, включая высокую магнит-

ную восприимчивость, суперпарамагнетизм и биосовмести-

мость [2, 3]. При суперпарамагнетизме МНЧ можно разделить 

с помощью внешнего магнитного поля и повторно дисперги-

ровать без агрегации частиц [1, 4]. МНЧ можно легко функци-

онализировать с помощью обработки поверхности, такой как 

реакция гидрохлорида карбодиимида/N-гидроксисукцинимида 

и обработка силаном [5, 6]. Затем на обработанных поверх-

ностях закрепляют распознающие молекулы, такие как по-

лимеры, аптамеры и антитела [7–11]. Когда МНЧ, функциона-

лизированные молекулой распознавания, связаны с бактери-

ями, комплексы бактерии–МНЧ можно разделить с помощью 

постоянных магнитов с минимальным повреждением бакте-

рий [11–15]. 

Кроме этого, для селективного захвата бактерий-мише-

ней поверхности МНЧ функционализируют антителами и 

аптамерами. С помощью методов детекции, не требующих 

селективного разделения, таких как полимеразная цепная 

реакция (ПЦР), на поверхность МНЧ могут быть нанесены 

полиэлектролиты, способные к электростатическому связы-

ванию с бактериями-мишенями [16]. Для выделения ком-

плексов бактерий и МНЧ из растворов образцов с помощью 

внешнего магнитного поля в традиционном методе исполь-

зуется многостадийный процесс. После связывания МНЧ с 

бактериями-мишенями комплексы бактерии–МНЧ перено-

сят на промывку и концентрирование. 

После выделения комплексов бактерий c МНЧ из раство-

ра образца для обнаружения целевых бактерий можно ис-

пользовать различные устройства, такие как оптические, 

электрохимические датчики [17–19]. Наиболее чувствитель-

ные методы обнаружения предусматривают использование 

наночастиц золота, флуоресцентных красителей и кванто-

вых точек [20, 21]. Однако после магнитной сепарации в 

растворе присутствуют как комплексы бактерий с МНЧ, так 

и свободные МНЧ, так как концентрация используемых МНЧ 

значительно превышает концентрацию целевых бактерий. 

Поскольку наличие свободных МНЧ мешает оптическим из-

мерениям и снижает чувствительность обнаружения, были 

предприняты усилия по отделению комплексов бактерии–

МНЧ от свободных МНЧ. После выделения комплексов бак-

терий с МНЧ из свободных МНЧ концентрацию бактерий 

можно определить с помощью хроматографии. 

Хроматография представляет собой метод разделения 

смесей, растворенных в жидкости, и имеет широкое приме-

нение. Традиционная хроматография основана на различии 

сродства компонентов смеси к твердой неподвижной фазе, 

тогда как магнитофоретическая хроматография основана на 

различии скорости осаждения МНЧ разного размера во 

внешнем магнитном поле [22]. После всасывания смеси бак-

терий с комплексами МНЧ и свободных МНЧ в наконечник 

пипетки добавляют вязкий раствор полиэтиленоксида, об-

разующий неперемешанный жидкий слой. Поверхностное 

натяжение жидкости увеличивается с увеличением вязкости 

жидкости. Когда постоянный магнит помещается под нако-

нечник пипетки, и комплексы бактерий с МНЧ, и свободные 

МНЧ испытывают силы магнитного поля, сопротивления и 

гравитации, поскольку они притягиваются к магниту. 

Магнитная сила пропорциональна кажущемуся объему МНЧ, 

что указывает на то, что скорость осаждения комплексов 

бактерий с МНЧ выше, чем у свободных МНЧ. В результате 

только комплексы бактерий с МНЧ с более высокой скоро-

стью осаждения могут преодолевать поверхностное натяже-

ние и достигать дна наконечника пипетки, а бактерии-мише-

ни обнаруживаются глазами. Предел обнаружения магнито-

форетической хроматографии в течение 10 мин составляет 

100 КОЕ/мл.

Изотермическая амплификация нуклеиновых кислот

Методы изотермической амплификации являются альтер-

нативой ПЦР, т.к. они относительно быстрее, проще в исполь-

зовании и не требуют сложного оборудования. В частности, 
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петлевая изотермическая амплификация (LAMP) зарекомен-

довала себя как чувствительный, специфический и простой 

метод диагностики различных заболеваний, включая парази-

тарные болезни [23]. В процессе амплификации используют-

ся ДНК-полимераза с функцией смещения цепи и набор из 

четырех (шести) специально разработанных праймеров, ко-

торые распознают шесть (восемь) отдельных областей целе-

вой ДНК [23, 24]. Амплификация и детекция целевого гена (из 

РНК или ДНК) проходит в один этап и при одной температуре 

в диапазоне 60–65°С. В течение менее чем 1 ч происходит 

синтез продукта на уровне примерно 109 копий целевой ДНК. 

Амплифицированные продукты состоят из ампликонов типа 

«петля-на-стебле» различной длины. Помимо электрофоре-

за, их появление можно обнаружить визуально или нефело/

фото/флуорометрически, как косвенно (по регистрации из-

менений концентраций пирофосфата, магния и протонов, 

которые происходят в ходе реакции синтеза ДНК, проявляе-

мые металлоиндикаторами, комплексонометрическими ин-

дикаторами, рН-индикаторами), так и прямо (по регистрации 

нарастания количества амплификатов, что возможно при 

использовании интеркалирующих красителей или флуорес-

центно-меченных петлевых праймеров (FLOS-LAMP)) [25].

Амплификация и обнаружение нуклеиновой кислоты с ис-

пользованием LAMP имеет много преимуществ по сравне-

нию с неизотермическими методами, основанными на ПЦР. 

Во-первых, скорость усиления: используя соответствующий 

набор праймеров и оптимальные условия амплификации, 

можно обнаружить небольшое количество целевой нуклеи-

новой кислоты менее чем за 30 мин [26–28] по сравнению со 

временем амплификации до 3 ч для процесса ПЦР. Кроме 

того, настоятельно рекомендуется интеграция и использова-

ние LAMP в устройствах для оказания медицинской помощи 

из-за снижения потребности в энергии и техническом обо-

рудовании [29–32]. 

Заключение

В настоящее время существует множество методов инди-

кации и идентификации возбудителей инфекционных забо-

леваний, однако большинство из них требуют значительных 

затрат времени, специального оборудования и подготовлен-

ного персонала. Создание средств экспресс-идентификации 

возбудителей актуальных инфекций является насущной за-

дачей. 

На основании проделанного анализа для увеличения чув-

ствительности определения патогенов представляется пер-

спективным сочетание магнитофоретической хроматогра-

фии и изотермической амплификации нуклеиновых кислот 

(LAMP).
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Н о в о с т и  н а у к и

Новое оружие против устойчивых к антибиотикам бактерий
 

Klebsiella pneumoniae является возбудителем ряда тяжелых инфекций. 

Многие штаммы K. pneumoniae устойчивы ко многим антибиотикам, и 

эта ситуация создает потребность в новых антибактериальных молеку-

лах. Патогенность K. pneumoniae во многом зависит от ее способности 

избегать фагоцитоза и внутриклеточного уничтожения фагоцитирующи-

ми клетками. Вмешательство в эти механизмы побега может позволить 

снизить вирулентность бактерий и бороться с инфекциями. В исследова-

нии использован Dictyostelium discoideum в качестве модельного фагоци-

та для скрининга коллекции из 1099 химических соединений. Клетки 

Phg1A KO D. discoideum не могут питаться бактериями K. pneumoniae, 

если только бактерии не несут мутации, снижающие их вирулентность. 

Идентифицировали 3 неантибиотических соединения, которые восста-

навливали рост клеток phg1A KO на K. pneumoniae, и охарактеризовали механизм действия одного из них, 5-этил-2’-

дезоксиуридина (К2). Бактерии, обработанные K2, быстрее погибали в фагосомах D. discoideum, чем необработанные бак-

терии. Они были более чувствительны к полимиксину, а их внешняя мембрана была более доступна для гидрофобного 

флуоресцентного зонда. Эти результаты предполагают, что K2 действует, делая мембрану K. pneumoniae доступной для 

антибактериальных эффекторов. K2 был эффективен в отношении трех различных штаммов K. pneumoniae и действовал 

при таких низких концентрациях, как 3 мкМ. K2 ранее использовался для лечения вирусных инфекций, но его точный моле-

кулярный механизм действия на K. pneumoniae еще предстоит определить.

Ifrid E., et al.

5-ethyl-2’-deoxyuridine fragilizes Klebsiella pneumoniae outer wall and facilitates intracellular killing by phagocytic cells.

Plos One. 2022;10(17):e0269093.
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Методы диагностики малярии
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В статье рассматривается и подчеркивается важность точных, чувствительных и доступных диагностических методов 
в борьбе с малярией. Используемые в настоящее время методы диагностики включают микроскопию, экспресс-тесты 
(быстрый диагностический тест) и полимеразную цепную реакцию. Обсуждаются развивающиеся перспективные 
методы на основе амплификации нуклеиновых кислот, такие как петлевая изотермическая амплификация (LAMP), 
амплификация, основанная на последовательности нуклеиновых кислот (NASBA), термофильная хеликаза-зависимая 
амплификация (tHDA), амплификация нуклеиновых кислот в слюне и моче. Несмотря на растущее число ложноотри-
цательных результатов, диагностические экспресс-тесты по-прежнему широко применяются, поскольку они просты в 
использовании, быстрые и не требуют дорогостоящего оборудования. Подчеркивается важность разработки простых 
высокоточных методов, особенно для стран с ограниченными ресурсами.
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Н
а протяжении веков люди страдали от малярии, болез-

ни, которая, кажется, сильнее стратегий, применяемых 

для борьбы с ней. Возникающая устойчивость к противома-

лярийным препаратам и инсектицидам, используемым для 

борьбы с переносчиками, продолжает сдерживать прогресс 

в борьбе с малярией. Заражение происходит через укус 

самки комара рода Anopheles, которая является компетент-

ным переносчиком для передачи одноклеточного простей-

шего из рода Plasmodium человеку-хозяину. Паразит не 

причиняет вреда комару, а широкий ареал обитания насеко-

мого обеспечивает трансмиссивность болезни. Малярия 

относится к числу самых распространенных инфекций во 

всем мире и является одной из основных причин смертно-

сти. Согласно отчету Всемирной организации здравоохране-

ния (ВОЗ) о малярии за 2021 г., во всем мире было зареги-

стрировано 241 млн случаев и 627 тыс. смертельных исхо-

дов заболевания [1]. Вероятность заражения малярией и 

развития тяжелой формы болезни значительно выше среди 

некоторых групп населения: младенцев, детей в возрасте до 

пяти лет, беременных женщин и лиц с ВИЧ/СПИДом, а также 
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лиц с низким уровнем иммунитета, прибывающих в районы 

с интенсивной передачей малярии, в частности трудящихся-

мигрантов, мобильных групп населения и лиц, совершаю-

щих поездки.

Страны, где малярия распространена, называют «поясом 

малярии», в основном это страны с тропическим климатом, 

который способствует размножению комаров и, как след-

ствие, передаче паразита человеку.

Малярию у людей вызывают 5 видов представителей 

рода Plasmodium. P. falciparum является причиной тропиче-

ской малярии и самым смертоносным паразитом. На его 

долю приходится 99,7% заболеваний в странах Африки к 

югу от Сахары. Трехдневную малярию провоцирует P. vivax, 

он наиболее распространен в Америке. 75% случаев зара-

жения обусловлены этим видом плазмодия [1]. P. malariae и 

P. ovale распространены повсеместно, однако обусловлен-

ные ими четырехдневная малярия и малярия овале соответ-

ственно не вызывают таких тяжелых состояний, как тропи-

ческая малярия [2]. P. knowlesi поражает обычно длиннохво-

стых и свинохвостых макак. Тем не менее в Юго-Восточной 

Азии были зарегистрированы случаи заражения человека 

P. knowlesi [3].

Успех лечения малярии зависит от своевременной диа-

гностики и выбора наиболее подходящей схемы терапии. 

Для лечения неосложненной формы малярии, вызванной 

P. falciparum, ВОЗ рекомендует комбинированную терапию 

на основе артемизинина (АКТ), а при малярии, вызванной 

P. vivax, P. ovale, P. malariae и P. knowlesi – лечение АКТ или 

хлорохином. Для предотвращения рецидивов P. vivax и 

P. ovale рекомендуется примахин [4].

Малярия – острое лихорадочное заболевание, клиниче-

ские симптомы неосложненной формы малярии включают 

чувство общего недомогания, общую слабость, лихорадку, 

головные и мышечные боли, желудочно-кишечный диском-

форт, тошноту и рвоту [5]. Первые симптомы малярии – ли-

хорадка, головная боль и озноб – обычно появляются через 

10–15 дней после укуса инфицированного комара и могут 

быть слабо выраженными, что затрудняет выявление маля-

рии. При отсутствии лечения малярия, вызванная 

P. falciparum, может в течение 24 ч развиться в тяжелую 

форму и привести к летальному исходу.

Чтобы дифференцировать малярию от других заболева-

ний, необходимы специальные методы диагностики. Ранняя 

диагностика может предотвратить дальнейшее развитие 

инфекции и снизить тяжесть заболевания, особенно в слу-

чае детей в возрасте до 5 лет, на долю которых в 2020 г. 

приходилось около 77% смертельных случаев от тяжелой 

малярии во всем мире. Эффективное лечение малярии за-

висит от вида плазмодия и паразитарной нагрузки. Точные и 

доступные диагностические инструменты жизненно важны 

для выявления бессимптомных инфекций, контроля и ликви-

дации малярии, а также для программ, направленных на 

глобальную ликвидацию малярии. 

Методы диагностики малярии

 Микроскопическое исследование толстой капли 

и мазков крови

Микроскопическое исследование толстых и тонких маз-

ков крови является золотым стандартом для выявления па-

разита в крови и определения соответствующего лечения. 

Этот метод диагностики заболевания наиболее распростра-

нен. Кровь у пациента берут из пальца или из вены. Кровь 

от больных необходимо брать до начала лечения и несколь-

ко раз во время лечения. Для исследования крови от каждо-

го больного готовят 4–8 препаратов (мазки и толстые капли), 

которые окрашивают по методу Романовского–Гимзы. Ядра 

паразитов окрашиваются в красный, а цитоплазма – в сине-

голубой цвет. В эритроцитах обнаруживают различные ста-

дии возбудителя малярии: кольцевидные трофозоиты, аме-

бовидные трофозоиты (взрослые формы), зрелые трофозо-

иты (шизонты) и незрелые мужские и женские половые 

клетки – микро- и макрогаметоциты. Для определения вида 

малярийных плазмодиев необходимо уметь дифференциро-

вать их морфологические особенности. Сначала просматри-

вают толстые капли. Если в них плазмодиев не выявляют, 

тонкие мазки крови вообще не исследуют. И только при на-

личии паразитов в толстой капле особенности их строения 

изучают в тонких мазках. Чувствительность и специфич-

ность этого метода составляют 95 и 98% соответственно. 

Предел обнаружения для микроскопического исследования 

составляет примерно 50–200 паразитов в 1 мкл крови [6]. 

Опытный лаборант может определить уровень паразитемии 

в мазке крови примерно в течение 1 ч.

Исследование мазка крови под микроскопом позволяет 

определить уровень паразитемии, морфологию и вид пара-

зитов. Для проведения микроскопического анализа требуют-

ся микроскоп и квалифицированный персонал, а точность и 

быстрота анализа будут зависеть от квалификации меди-

цинского работника. Метод не позволяет выявить возбудите-

ля у бессимптомных пациентов с низкой паразитемией. 

Такие пациенты остаются невылеченными и способствуют 

дальнейшему распространению инфекции.

Экспресс-диагностический тест на антиген малярии

Быстрый диагностический тест (БДТ) предназначен для 

обнаружения антигенов малярийного плазмодия и пред-

ставляет собой иммунохроматографическую полоску, на 

один конец которой капают кровь, а результат анализа про-

является в виде линий на поверхности полоски [7]. С помо-

щью этого теста определяют три типа антигенов плазмо-

дия: богатый гистидином белок 2 (pHRP-2), лактатдегидро-

геназу (pLDH) и альдолазу. pHRP-2 специфичен для P. 

falciparum, а лактатдегидрогеназа и альдолаза обнаружены 

у всех видов Plasmodium [8]. Более 90% коммерчески до-

ступных тестов определяют pHRP-2 [9]. Когда смесь крови 

и буфера мигрирует по диагностической полоске, антитела, 

иммобилизованные на поверхности тест-полоски, связыва-

ются с антигенами паразита, и в этой зоне появляется окра-

шенная линия. Каждый экспресс-тест имеет положитель-

ный контроль, указывающий на достоверность анализа. 

Имеющиеся в настоящее время видоспецифичные экс-

пресс-тесты способны идентифицировать только 2 вида: 

P. falciparum и P. vivax [10]. В случае других представителей 

рода Plasmodium тесты показывают наличие паразита, но 

видовую принадлежность определить не способны.

ВОЗ в сотрудничестве с Фондом для инновационных и 

новых диагностических средств (FIND), центрами по контро-

лю и профилактике заболеваний, а также другими организа-
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циями провела проверку различных коммерчески доступных 

экспресс-тестов. Для закупки БДТ рекомендуется ориенти-

роваться на рекомендации ВОЗ, по критериям которой эф-

фективность тестов каждого производителя оценивается с 

помощью коэффициента детекции [11]. ВОЗ рекомендует 

проводить профилактическую и последующую послепро-

дажную проверку, чтобы удостовериться, что каждая партия 

тестов соответствует стандарту [12]. Чувствительность БДТ 

колеблется от 85 до 94,8%, а специфичность – от 95,2 до 

99% [13, 14]. Предел обнаружения сравним с микроскопи-

ей – 50–100 паразитов в 1 мкл крови, а обученный персонал 

может провести анализ и получить результат через 15–20 мин 

с момента забора крови [5]. БДТ привлекательны в плане 

невысокой стоимости. В настоящее время разрабатывается 

сверхчувствительный экспресс-тест, чувствительность кото-

рого может быть в 10 раз выше, чем у используемых в на-

стоящее время БДТ; предполагается, что тест будет спосо-

бен обнаруживать заболевание на более ранней стадии [8].

Экспресс-тесты представляют собой быстрый и доступ-

ный метод диагностики малярии [5]. Их легко можно исполь-

зовать в труднодоступных районах и странах с ограниченны-

ми ресурсами. Выполнить тест способен средний медицин-

ский персонал, медико-санитарные работники могут прове-

сти анализ в местных медпунктах, затем назначить лечение 

или направить пациентов в медицинские центры. К недо-

статкам метода можно отнести растущее число ложноотри-

цательных результатов, которые возникают из-за делеции в 

гене pHRP-2 малярийного плазмодия, а также из-за феноме-

на «прозоны» у пациентов с высоким уровнем паразитемии 

[7]. Разработка новых экспресс-тестов не поспевает за по-

стоянно меняющейся природой малярийного паразита. 

Кроме того, метод не позволяет определить паразитарную 

нагрузку в крови больных и, следовательно, затрудняет кон-

троль эффективности терапии. К существенным недостат-

кам относится низкая чувствительность тестов, не позволя-

ющая выявить бессимптомных носителей. Ложноположитель-

ные результаты возникают из-за того, что pHRP-2 может 

оставаться в крови до 30 дней от начала лечения [7].

Полимеразная цепная реакция (ПЦР)

Методы на основе ПЦР определяют наличие генов-мише-

ней малярии в образце крови. Существуют различные моди-

фикации этого метода, в том числе гнездовая ПЦР (nested 

ПЦР), мультиплексная ПЦР с детекцией продукта в режиме 

реального времени и ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-

ПЦР) [15]. В основном мишенью для детекции малярийного 

паразита служат гены 18S рРНК [16]. ПЦР позволяет выя-

вить бессимптомных пациентов в случаях, когда с помощью 

микроскопии и экспресс-тестов найти возбудителя малярии 

не удалось. Чувствительность и специфичность различных 

модификаций ПЦР колеблется от 98 до 100% по сравнению 

с микроскопией [17], а предел обнаружения составляет 

0,5–5 паразитов в 1 мкл крови [16].

С помощью гнездовой ПЦР удалось выявить генетиче-

ские последовательности малярийного плазмодия в слюне. 

Мишенями послужили 18S рРНК Plasmodium или ген диги-

дрофолатредуктазы P. falciparum. Гнездовая ПЦР состоит из 

двух последовательных раундов ПЦР с использованием 

двух наборов праймеров. Продукт первого раунда ПЦР слу-

жит матрицей для второго [18]. Для проведения гнездовой 

ПЦР также требуется термоциклер, предварительно ДНК 

нужно выделить из образца слюны. Чувствительность и 

специфичность этого метода колеблются от 86,36 до 95%. 

Специфичность колеблется от 93 до 98,4% по сравнению с 

микроскопией [18, 19]. Предел обнаружения для этого мето-

да составляет 1–10 паразитов/мкл крови [20].

Анализ с помощью ПЦР обычно выполняется за 2–3 ч, и, 

не считая первоначальной стоимости термоциклера и друго-

го оборудования, стоимость одного ПЦР-анализа примерно 

в 10 раз превышает стоимость экспресс-теста [21]. Высокая 

стоимость анализа и оборудования, необходимость квали-

фицированного персонала делают метод ПЦР дорогим и 

труднодоступным для небольших больниц и медпунктов, а 

также практически неосуществимым в полевых условиях. 

Гнездовая ПЦР длится около 6 ч, т.к. включает 2 раунда. 

Стоимость теста будет примерна равна стоимости ПЦР-

анализа крови.

Новые развивающиеся методы диагностики малярии

 Метод изотермической амплификации нуклеиновых 

кислот NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based Amplification)

NASBA – метод амплификации молекул рибосомальной 

РНК. В его основе лежит обнаружение специфического 

фрагмента РНК в присутствии ДНК с помощью двух специ-

фических праймеров и трех ферментов: обратной транскрип-

тазы (ревертазы), РНКазы H и Т7 РНК-полимеразы [21]. С 

РНК-мишени с помощью обратной транскриптазы синтези-

руется комплементарная ДНК (кДНК), а затем с кДНК с по-

мощью Т7 РНК-полимеразы амплифицируется целевая ми-

шень [16]. Для проведения NASBA не требуется термоци-

клер, реакция проводится при 41°С, при этом амплификация 

целевой последовательности РНК увеличивается в 108 раз. 

Чувствительность метода по сравнению с микроскопией ко-

леблется от 97,40 до 100%, а специфичность – от 80,90 до 

94% [18]. Предел обнаружения составляет 0,01–0,1 паразита/

мкл крови. Процедура NASBA занимает около 1 ч, стоимость 

анализа в 3–4 раза выше стоимости ПЦР-исследования [16].

Отсутствие необходимости использовать термоциклер и 

высокая чувствительность – преимущества метода NASBA. 

Однако для его проведения нужен грамотный персонал, а 

стоимость одного теста выше, чем у других методов детек-

ции возбудителя малярии.

 Изотермическая термофильная хеликаза-зависимая 

амплификация (tHDA)

В случае tHDA двухцепочечная ДНК расплетается при по-

мощи хеликазы, а белки, связывающие одноцепочечную 

ДНК, связывают разделенные цепи и предотвращают ком-

плементарное спаривание. После отжига специфических 

праймеров на одиночных цепях ДНК-полимераза синтезиру-

ет новые цепи. Реакцию проводят при 65°С около 2 ч [21]. 

Рибосомальная РНК (18S рРНК) амплифицируется непо-

средственно из цельной крови без денатурации нуклеино-

вой кислоты. По завершении tHDA ампликоны гибридизуют 

с зондами, мечеными либо флуоресцеином (FAM), либо ди-

гоксигенином (DIG), а продукт амплификации выявляют на 

иммунохроматографических полосках, которые содержат 

антитела против FAM или DIG. Чувствительность и специ-
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фичность этого метода составляют 96,6 и 100% соответ-

ственно по сравнению с микроскопией [22]. Предел обнару-

жения составляет 200 паразитов/мкл крови, а результат 

анализа можно получить через 1–2 ч [21, 22].

Рекомбиназная полимеразная амплификация (RPA)

RPA является одним из методов изотермической ампли-

фикации, которая протекает при фиксированной температу-

ре от 37°C до 42°C, без пробоподготовки реакция осущест-

вляется за 20 мин [23]. Продукт амплификации, как и в слу-

чае tHDA, можно выявить с использованием иммунохрома-

тографических полосок. В перспективе RPA предполагается 

применять в качестве экспресс-анализа на месте, особенно 

в условиях малооснащенных лабораторий.

Описано применение метода RPA с обратной транскрип-

цией (RT-RPA) для выявления P. falciparum [24]. В качестве 

матрицы послужили обильно экспрессирующиеся на беспо-

лой стадии гены 28S рРНК на хромосомах 5 и 7. Для детек-

ции продукта амплификации использовали иммунохромато-

графические полоски. Диагностическую эффективность 

оценивали у добровольцев после контролируемого зараже-

ния человека малярией (CHMI) криоконсервированными 

спорозоитами P. falciparum (Sanaria PfSPZ). Метод был 

также опробован в Ламбарене (Республика Габон) для оцен-

ки бессимптомных лиц из эндемичных районов по малярии. 

RT-RPA показал себя надежным диагностическим тестом 

при выявлении бессимптомной инфекции с низким уровнем 

паразитемии. Его можно использовать в тех местах, где 

сверхчувствительную количественную ОТ-ПЦР провести не-

возможно. Однако метод требует существенной оптимиза-

ции. Создатели теста отметили возможную контаминацию 

рабочей зоны ампликонами и уменьшение чувствительности 

при использовании иммунохроматографических полосок.

Петлевая изотермическая амплификация (LAMP)

Петлевая изотермическая амплификация – это относи-

тельно новый метод амплификации нуклеиновых кислот, 

впервые описанный в 2000 г. [25]. LAMP (Loop-Mediated 

Isothermal Amplification) представляет собой самоповторяю-

щийся синтез ДНК со смещением цепи, осуществляемый с 

помощью фермента Bst-полимеразы. Продуктами амплифи-

кации являются структуры ДНК типа «петля-на-стебле» с ин-

вертированными повторами фрагмента гена-мишени, фор-

мирующими в пространстве структуры, похожие на цветную 

капусту. Особенность метода в том, что реакция амплифика-

ции протекает в изотермических условиях (60–65°С), этап 

денатурации ДНК отсутствует. В реакции используется от 4 

до 6 праймеров, комплементарных 6–8 участкам на мишени, 

поэтому специфичность амплификации очень высокая. 

Амплифицированного продукта синтезируется так много, что 

его можно обнаружить визуально по появлению мутности 

вследствие образования побочного продукта реакции пиро-

фосфата магния. В течение 15–60 мин амплификации коли-

чество фрагмента ДНК-мишени увеличивается в 109 раз. 

Продукт реакции можно обнаружить с помощью электрофо-

реза по появлению в геле характерной лестницы полос, т.к. в 

ходе LAMP образуются ДНК-конкатемеры кратной длины, 

или по флуоресценции при добавлении в реакционную смесь 

интеркалирующих красителей (кальцеин, SYBR Green, бро-

мистый этидий, пропидиум йодид, PicoGreen и др.). Следить 

за изменением флуоресценции окрашенной реакционной 

смеси можно прямо в ходе реакции с помощью реал-тайм-

амплификатора или специального реал-тайм-флуориметра 

для LAMP [18, 22]. Для реал-тайм-LAMP можно использовать 

различные варианты флуоресцентных зондов на основе вну-

тренних праймеров. В частности, для мультиплексной реал-

тайм-LAMP были предложены DARQ-зонды [26].

LAMP обладает высокой чувствительностью с пределом 

обнаружения 0,2–5 паразитов/мкл образца, стоимость теста 

эквивалентна рыночной стоимости экспресс-тестов на анти-

ген. Отсутствие этапа выделения нуклеиновых кислот и воз-

можность синтеза 109 копий ДНК делают этот метод более 

эффективным, чем NASBA, tHDA и RPA. LAMP можно легко 

адаптировать к полевым условиям без применения дорого-

стоящего оборудования, провести анализ способен обыч-

ный лаборант, он подходит для малооснащенных лаборато-

рий. Необходимость в выделении ДНК отсутствует, реакция 

будет хорошо идти даже при использовании плохо очищен-

ной ДНК или необработанного образца [27]. Есть сообще-

ния, что в реакции использовали образцы спинномозговой 

жидкости, термически обработанной крови [28] и сыворотки.

LAMP-анализ был использован для обнаружения 

Plasmodium spp. в крови с высокой чувствительностью и 

специфичностью [29–34]. Сообщается, что метод LAMP при-

меним для неинвазивного обнаружения P. vivax и P. falciparum 

в образцах слюны и мочи [35, 36]. В настоящее время на 

рынке доступны 2 коммерческих набора для детекции маля-

рии: «LoopAmp malaria (Pan/Pf) detection kit» (Eiken Chemical 

Company, Япония) и «Illumigene malaria LAMP assay» (Meridian 

Biosciences, США). Результаты тестирования «LoopAmp 

malaria (Pan/Pf) detection kit» показались многообещающим. 

Данный тест в полевых условиях был способен выявить ДНК 

возбудителя малярии в образцах из фильтровальной бумаги 

при низком уровне паразитемии [37, 38].

Заключение

Основной проблемой в достижении ликвидации малярии в 

эндемичных районах является ограниченность ресурсов в этих 

областях. По критериям, установленным ВОЗ для идеального 

диагностического теста при использовании в странах с ограни-

ченными ресурсами, тест должен быть: недорогим, чувстви-

тельным, специфичным, удобным для пользователя, надеж-

ным, экспрессным, не требующим оборудования и легко ис-

пользуемым в любых климатических условиях [16, 39].

Хотя многие методы диагностики малярии соответствуют 

одному или нескольким критериям идеального диагностиче-

ского теста по рекомендациям ВОЗ, ни один из них не от-

вечает всем пунктам. Микроскопический метод зависит от 

электричества и требует опытного микроскописта. Экспресс-

диагностические тесты на антиген малярии проводятся бы-

стро, не зависят от электричества, имеют невысокую стои-

мость, но из-за низкой чувствительности не способны выя-

вить бессимптомных носителей малярии, а также не выявля-

ют мутантных паразитов с делецией гена pHRP-2. ПЦР об-

ладает высокими чувствительностью и специфичностью, но 

требует надежного электроснабжения, хорошего прибороос-

нащения, высококвалифицированного персонала, а стои-

мость ПЦР-анализа больше, чем у микроскопии и экспресс-
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тестов. Зависимость ПЦР от термоциклера и выделения 

ДНК остается проблемой в условиях ограниченных ресур-

сов. Новые методы диагностики, некоторые из которых на-

ходятся в стадии разработки, также должны будут соответ-

ствовать всем критериям идеального теста ВОЗ, чтобы 

способствовать успеху в лечении и возможной ликвидации 

малярии. Этим требованиям удовлетворяют методы изотер-

мической амплификации. И среди них LAMP заслуживает 

особенного внимания, так как является хорошим и эффек-

тивным диагностическим методом для развивающихся 

стран, поскольку не требует сложного оборудования и ква-

лифицированного персонала и поэтому экономически более 

выгоден. В соответствии с Глобальной программой по борь-

бе с малярией ВОЗ рекомендует использовать в качестве 

диагностического средства именно тесты на основе петле-

вой изотермической амплификации [40], особенно для диа-

гностики малярии в странах с ограниченными ресурсами.
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Н о в о с т и  н а у к и

Оценка цитотоксичности in vitro вещества «ACVR-IN-01» на клеточной модели

Цель. Оценить цитотоксичность нового химического соединения «ACVR-IN-01» (in vitro) на культуре мезенхимальных 

стромальных клеток (МСК).

Материалы и методы. Использовалась охарактеризованная культура МСК в 4 пассажах из биобанка клеточных культур. 

Тестируемые образцы «ACVR-IN-01» готовили в концентрациях 25, 200 и 400 мкг/мл. Для каждой исследуемой концентрации 

«ACVR-IN-01» проводили культивирование в трех повторах. Визуальную оценку состояния клеточной культуры проводили 

через 24, 48 ч и 7 суток. Оценку функционального состояния МСК осуществляли выявлением общего количества жизнеспо-

собных клеток и иммунофенотипическим исследованием культуры клеток.

Результаты. Культивирование МСК в полной ростовой среде с веществом «ACVR-IN-01» в концентрации 25, 200 и 400 

мкг/мл на протяжении 7 суток не влияет на экспрессию антигенов СD90 и CD105 во всех точках наблюдения in vitro. 

Культивирование МСК в полной ростовой среде с веществом «ACVR-IN-01» в концентрации 25, 200 и 400 мкг/мл на протя-

жении 7 суток не вызвало экспрессии антигенов СD34 и CD45 во всех точках наблюдения in vitro.

Заключение. Химическое соединение «ACVR-IN-01» не оказывает существенного влияния на линейную принадлежность 

МСК. Оценка цитотоксичности исследуемого вещества «ACVR-IN-01» (400 мкг/мл) на культуре клеток в полной ростовой 

среде показала выраженное снижение экспрессии CD73-антигена на 7-й день экспериментального исследования in vitro, 

сопровождающееся потерей дифференцировочного потенциала МСК в остеогенном и хондрогенном направлении.
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Синицына А.А., Изотов А.А., Буткова Т.В., Белорусова А.Е., Самойлов А.С. 

Инфекционные болезни. 2022; 20(3): 83–91. DOI: 10.20953/1729-9225-2022-2-3-83-91
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Экспертиза противотуберкулезных лечебных 

и санаторно-курортных учреждений 

при перепрофилировании 

Е.А.Тюрин, И.П.Мицевич, С.А.Благодатских, М.В.Храмов

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

Оболенск, Московская область, Российская Федерация

В статье рассматривается вопрос организации и проведения мероприятий по перепрофилированию организаций и 
учреждений, работающих в противотуберкулезной области. В связи с переизбытком противотуберкулезных учреж-
дений и необходимостью использования зданий и территории для лечения и профилактики других инфекций спе-
циалистам-эпидемиологам и органам здравоохранения в последнее время все чаще приходится сталкиваться с 
проблемой перепрофилирования организаций фтизиатрического профиля. Экспертизу объектов проводят в 
несколько этапов: работа с документами и их оценка, посещение объекта, отбор проб из зданий и сооружений 
(соскобы, грунт), проведение бактериологического и генетических анализов, подготовка и утверждение заключи-
тельных документов. Показана целесообразность оценки состояние проблемы перепрофилирования учреждений и 
определения основных положений этого процесса перед переводом противотуберкулезных учреждений для нужд 
общемедицинской практики.
Ключевые слова: туберкулез, лечебные и санаторные объекты противотуберкулезного профиля, перепрофилирова-
ние, экспертиза
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The article deals with the issue of organizing and carrying out activities for the re-profiling of organizations and institutions 
working in the anti-tuberculosis field. Despite these threats, epidemiologists have recently increasingly had to face the problem 
of reprofiling TB organizations. Examination of objects is carried out in several stages: work with documents and their 
evaluation, site visits, sampling from buildings and structures (scrapes, soil), bacteriological and genetic analyzes, preparation 
and approval of final documents. The expediency of assessing the state of the problem of re-profiling institutions and 
determining the main provisions of this process before the transfer of anti-tuberculosis institutions for the needs of general 
medical practice is shown.
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Т
уберкулез остается серьезной проблемой здравоохра-

нения в мире и является основной причиной смерти 

среди инфекционных болезней, вызванных единственным 

возбудителем [1–4]. Современная эпидемическая ситуация 

по туберкулезу осложняется ростом доли больных с лекар-

ственно-устойчивыми формами туберкулеза [5].

Микобактерии представляют собой прямые или изогну-

тые палочковидные бактерии, размером 0,2–0,7 × 1 × 10 мкм, 

однако они могут изменяться до кокковидных форм, окру-

глых сферических или мицелиеподобных структур. Слабо 

окрашиваются по Граму. Неподвижные, спор и капсул не 

образуют. Являются мезофилами и аэрофилами, но в про-

цессе жизнедеятельности в неблагоприятных условиях их 

метаболизм может измениться, и клетки могут трансформи-

роваться в микроаэрофилы или даже становиться анаэроба-

ми, не выделяют экзо- и эндотоксинов [6]. 

Основой каркаса клеточной стенки микобактерий являют-

ся два полимера – арабиногалактан и пептидогликан, к кото-

рым присоединены миколовые кислоты, воски, липиды, по-

лисахариды и белки. Такой состав клеточной стенки мико-

бактерий обуславливает их высокую устойчивость к воздей-

ствию физико-химических факторов: органических и неор-

ганических кислот, щелочей, многих окислителей, спиртов, 

ацетона, четвертичных аммониевых соединений, рассеянно-

го солнечного света. Микобактерии длительное время могут 

сохраняться в окружающей среде. Бактерии до нескольких 

лет могут сохраняться в высушенном состоянии в пыли, в 

мокроте, на страницах книг, в почве и воде. Низкие темпера-

туры также способствуют сохранению жизнеспособности 

микобактерий.

Для инактивации микобактерий используют нагревание, 

микроволновое излучение, действующие на микобактерии 

дезинфицирующие средства или воздействие ультрафиоле-

тового (УФ) излучения, в том числе инсоляцию. Высокая 

выживаемость микобактерий туберкулеза во внешней среде 

и длительное сохранение в различных субстанциях (жидкой 

и сухой мокроте, других выделениях больных, продуктах 

питания и др.) способствует чрезвычайно широкому распро-

странению этой инфекции среди населения независимо от 

климатических условий [6].

Для первичного заражения человека микобактериями ту-

беркулеза наиболее характерным является аэрогенный (воз-

душно-капельный, пылевой) механизм передачи инфекции, 

гораздо реже заражение происходит алиментарным или 

вертикальным путем. Распыленный аэрозоль (мельчайшие 

инфицированные капельки мокроты размером до 5 мкм) со-

храняется в воздухе закрытого помещения до 60 мин, а затем 

оседает на мебель, пол, стены, одежду, белье, пищевые про-

дукты и др. Заражение воздушно-пылевым путем происходит 

при вдыхании пылевых частиц с включенными в них микобак-

териями. Алиментарный путь заражения возможен при упо-

треблении в пищу зараженных микобактериями продуктов. 

Контактный путь заражения через кожу и слизистые оболоч-

ки можно наблюдать у лиц, непосредственно работающих с 

культурой микобактерии туберкулеза или инфекционным 

материалом [2].

Однако, несмотря на эти угрозы, специалисты эпидемио-

логи в последнее время все чаще и чаще сталкиваются с 

вопросом перепрофилирования организаций (лечебницы, 

санатории, здравницы и т.п.) противотуберкулезного харак-

тера. Перепрофилированные объекты планируется исполь-

зовать для общемедицинской практики в иных целях [7]. 

Экспертизу деятельности объектов противотуберкулезно-

го профиля проводит комиссия экспертов в присутствии 

представителей организации и территориального органа 

Роспотребнадзора, а при необходимости – представителя 

органа исполнительной власти субъекта Российской 

Федерации в сфере охраны здоровья. На основании доку-

ментов, полученных из организации, эксперты определяют 

класс опасности (А, Б, В) помещений организации/объекта 

по степени потенциального риска загрязнения микобактери-

ями туберкулеза и высказывают свои предложения по клас-

су опасности того или иного объекта учреждения. В настоя-

щее время нормативные документы (методические реко-

мендации) на проведение работ по перепрофилированию 

отсутствуют [3]. Поэтому нам показалось целесообразным 

оценить состояние мероприятий по перепрофилированию 

учреждений и определить основные, на наш взгляд, положе-

ния этого процесса.

Цель работы: определить основные мероприятия, прово-

димые при экспертизе объектов, в которых размещались 

противотуберкулезные учреждения, и оценить их деятель-

ность при проведении перепрофилирования.

Экспертизу объектов проводят в несколько этапов: посе-

щение объекта, работа с документами и их оценка, отбор 

проб (соскобы, грунт) из зданий, сооружений и около них, 

постановка бактериологического и генетических анализов, 

подготовка и утверждение заключительных документов. Все 

мероприятия по проведению экспертизы выполняют в рам-

ках договора о ее проведении, в котором оговаривают сроки 

и итоговые документы, касающиеся проведения экспертизы. 

Экспертами являются специалисты, имеющие опыт рабо-

ты в области эпидемиологии и контроля выполнения требо-

ваний биологической безопасности при проведении работ с 

микроорганизмами I–IV групп патогенности (опасности). 

Кроме того, в группу экспертов входят опытный микробио-

лог-бактериолог, специалист по микобактериям и специа-

лист по проведению генетических исследований (полиме-

разная цепная реакция (ПЦР)). Все эти специалисты должны 

быть допущены к работе с микроорганизмами I–IV групп 

патогенности (опасности) по своему основному месту рабо-

ты в соответствии с приказом по организации или учрежде-

нию, от которого привлекаются эксперты.

Рассмотрению подлежат документы, подтверждающие 

уставные положения, право собственности, санитарно-эпи-

демиологическое заключение и лицензию на проведение 

работ по профилю. Причем лицензию и санитарно-эпидеми-

ологическое заключение желательно получить не только на 

всю организацию, но и на отдельные службы (бактериологи-

ческую лабораторию, проводившую текущую диагностику 

анализов, поступивших от пациентов, находящихся на из-

лечении). Кроме того, необходимо запросить и ознакомить-

ся с «Программой проведения производственного контроля» 

объекта, в которой должны быть указаны контрольные точки 

и порядок ликвидации различных чрезвычайных ситуаций 

техногенного и антропогенного характера.

Эксперты знакомятся с инструктивно-методическими до-

кументами, действующими в данном учреждении, прежде 
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всего с инструкцией по соблюдению требований и положе-

ний биологической безопасности во время контакта с боль-

ными, находящимися на излечении или санаторно-курорт-

ном лечении, а при обследовании лаборатории – со специ-

ально разработанными операционными процедурами по 

основной деятельности и другими нормативными материа-

лами. 

Проведение дезинфекционных мероприятий и контроль 

за концентрацией рабочих растворов дезинфицирующих 

средств – важный аспект проведения экспертизы перепро-

филирования. Все мероприятия по текущей и заключитель-

ной дезинфекции должны быть оформлены в виде догово-

ров с организациями на проведение дезинфекции, а также 

актами или протоколами при проведении дезинфекции си-

лами персонала объекта. 

Определенное внимание эксперты уделяют вопросу уста-

новки, эксплуатации, контроля эффективности УФ-

облучателей, как в стационарных корпусах для пребывания 

больных, так и в бактериологической лаборатории. Они 

могут быть стационарными потолочными, боковыми, на-

польными, переносными, на одну, две и более ламп. 

Эксплуатация УФ-облучателей возможна после введения их 

в эксплуатацию с составлением акта, который должен быть 

представлен экспертам. Для каждого типа УФ-ламп, уста-

новленных в облучателях, установлен определенный срок 

эксплуатации в несколько тысяч часов, и контроль за экс-

плуатацией ламп устанавливают в виде регистрации нара-

ботки часов, что и фиксируют в журналах контроля работы 

УФ-облучателей.

Вопрос обращения с отходами является важным разде-

лом экспертизы учреждения. Отходы могут быть твердыми и 

жидкими, офисными или биологически опасными, содержа-

щими или подозрительными на содержание биоматериала 

(от больных, остатки пищи, одноразовая одежда). Экспертам 

необходимо ознакомиться с инструкциями о порядке обезза-

раживании отходов и определить схемы сбора, обеззаражи-

вания и удаления их для окончательного уничтожения в ор-

ганизации. Также необходимо снять копии с договоров со 

сторонними организациями о проведении всех мероприятий 

с отходами. Эксперты рассматривают движение твердых от-

ходов, образующихся на объекте во время пребывания 

больных, персонала и пр., а также отходов деятельности 

лаборатории, которые подвергают обеззараживанию раз-

личными химическими (замачивание в дезинфицирующих 

растворах) и физическими (автоклавирование) методами. 

Эффективность обеззараживания фиксируют в журналах 

проведения процессов обеззараживания. Обращается вни-

мание на удаление и обеззараживание медицинских отхо-

дов (от больных) и из лаборатории: как осуществляется сбор 

по группам опасности, обеззараживание и уничтожение. 

Осматриваются площадки для временного хранения отхо-

дов по группам, для сбора офисных и иных небиологических 

отходов: их оборудование навесами, подъезды транспорта 

для удаления отходов. Экспертам должны быть представле-

ны договора на уничтожение обеззараженных твердых от-

ходов на полигоне с отметкой в журнале контроля вывоза 

отходов. 

Необходимо рассмотреть материалы и документы, под-

тверждающие квалификацию сотрудников (дипломы об об-

разовании, свидетельства, удостоверения, сертификаты), 

конечно, если они имеются в наличии и могут быть пред-

ставлены.

Дальнейшее проведение экспертизы касается анализа 

медицинской деятельности, сведений и данных о количестве 

коек учреждения отдельно для мужчин и женщин, количе-

ства отделений в корпусах, состава медперсонала и его 

квалификации. Необходимо оценить объем оказываемой 

медицинской помощи по категориям учета больных, были ли 

случаи заражения и заболевания во время пребывания в 

учреждении или повторно. Необходимо уделить внимание 

анализу состояния медицинского персонала: его количество 

по категориям (врачи, медицинские сестры, санитарки), как 

часто и с каким результатом персонал проходил професси-

ональные медицинские осмотры и лечебно-методические 

комиссии. Необходимо обратить внимание на заболевае-

мость медицинского персонала, в том числе туберкулезом, и 

наличие договора с медучреждением на медицинское об-

служивание и госпитализацию в случае подозрения на ту-

беркулез. Эксперты делают выписки из карт профилактиче-

ских прививок о наличии вакцинации против туберкулеза и 

иных инфекционных болезней. 

Обязательным условием проведения экспертизы являет-

ся знакомство с актом прохождения сотрудниками ежегод-

ного медицинского осмотра, диспансеризации и с их меди-

цинскими книжками (если они есть). 

Далее знакомятся с исторической справкой (если она 

имеется) об объекте: дата постройки и введения в эксплуа-

тацию зданий, какие объекты размещались на территории и 

в зданиях с начала их эксплуатации, сроки функционирова-

ния учреждения по противотуберкулезному профилю. 

Оценивают рабочую ситуацию на момент экспертизы: функ-

ционирует ли учреждение по профилю, если нет, то запра-

шиваются дата закрытия и обоснование. На каждый вопрос 

желательно получить документ, подписанный руководством 

объекта и заверенный печатью. Основываясь на опыте про-

ведения этих мероприятий, нами был подготовлен пример-

ный перечень документов, которые необходимо запросить у 

организации или учреждения для проведения экспертизы во 

время процедуры перепрофилирования.

 С каждого документа снимают копии, которые заверяют 

руководство. 

Все работы при посещении объекта или учреждения про-

водят в присутствии его полномочных представителей, а 

также сотрудников санитарной службы, курирующей данный 

объект. Начинают работы с внешнего осмотра зданий, со-

оружений, территории, определяют наличие ограждений, 

подъездных путей, оценивают ухоженность территории. 

Экспертиза бактериологической лаборатории противоту-

беркулезного учреждения – важный раздел работы при про-

ведении экспертной оценки учреждения. Нужно точно уста-

новить, как долго лаборатория была задействована в рабо-

те, ее расположение, , места хранения питательных сред, 

диагностических препаратов и других расходников, объем и 

виды выполняемых исследований, имела ли место распоря-

дительная документация, были ли случаи выделения мико-

бактерий. 

Необходимо обратить внимание на обустройство поме-

щения для приготовления дезинфицирующих растворов, 
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обеззараживания и уничтожения биологических отходов. 

Эксперты оценивают наличие и состояние аварийной, ох-

ранной и пожарной сигнализаций. Обращают внимание на 

количество и состояние использованной рабочей и защит-

ной одежды и средств индивидуальной защиты, их класс 

безопасности (FFP). 

При оценке технического состояния зданий и сооружений 

учреждения экспертам необходимо получить сведения обо 

всех зданиях с поэтажной планировкой и экспликацией всех 

помещений. Если возможно, получить сведения о материа-

лах, из которых изготовлены конструкции здания (фунда-

мент, стены, перекрытия, стропила, крыша, кровля). Нужно 

оценить вентиляцию (естественную или искусственную), 

наличие фильтров тонкой очистки воздуха или их отсут-

ствие. Эксперты знакомятся с документами (паспортами) на 

все имеющиеся приточные и вытяжные системы вентиля-

ции и делают заверенные копии. Запрашивают справки о 

санитарно-техническом состоянии всех зданий (в том числе 

проведении капитальных, косметических ремонтов, замены 

вентиляции, канализации и водопровода, с датами) и прово-

дят осмотр всех построек согласно подготовленным доку-

ментам.

Для ремонтно-восстановительных работ на объекте дол-

жен быть разработан план предупредительного ремонта 

(ППР), который ежегодно утверждается для проведения вос-

становительных и ремонтных работ. После окончания ППР 

должны быть подготовлены протоколы и акты по оценке 

эффективности инженерных систем объекта.

При проведении экспертизы объекта осматривают терри-

торию, где располагается объект, подъездные пути и вну-

треннюю разводку дорог, зоны тихого и активного отдыха, а 

также обращают внимание на благоустройство и озелене-

ние территории. 

В корпусах, палатах, подсобных помещениях, коридорах, 

столовых, кабинетах и других местах нахождения больных и 

персонала отбирают пробы (смывы, соскобы, срезы пласти-

ковых аксессуаров обустройства палат и коридоров, кусочки 

штукатурки или гипсокартона, кусочки остатков мягкой рух-

ляди), которые складывают в контейнеры с соответствую-

щей маркировкой для проведения биологического (бактери-

ологического и генетического) анализа на предмет наличия 

или отсутствия возбудителя туберкулеза. Отбирают пробы 

почвы из мест активного и тихого отдыха: у беседок, столи-

ков, лавок, у бордюра и ограждения пешеходных дорожек, 

то есть из всех мест, где возможно пребывание больных и 

персонала. Пробы маркируют и затаривают в контейнеры 

для дальнейшего анализа. В дальнейшем пробы поступают 

в бактериологическую лабораторию, где происходит экс-

тракция предполагаемого возбудителя с последующим раз-

делением экстракта для микробиологического посева и ге-

нетического анализа методом ПЦР, при выявлении ДНК 

микобактерий – с проведением полногеномного секвениро-

вания. Размножаются микобактерии медленно – время гене-

рации составляет 14–22 ч. Рост культуры на плотных пита-

тельных средах можно обнаружить не ранее 14–21-х суток, 

однако первые колонии могут появиться и через 90 суток. На 

жидких питательных средах культуры вырастают через 4–10 

суток, рост некоторых штаммов обнаруживается через 30 

суток. Таким образом, положительный результат микробио-

логического исследования может быть получен через 14–48 

суток. Положительный ПЦР-тест получают в течении суток. 

Отрицательный окончательный результат получают при от-

рицательном тесте ПЦР и отсутствии роста на специальных 

средах по окончанию культивирования 90 суток [8].

По окончании проверочных мероприятий эксперты прово-

дят аналитическую оценку полученных материалов и делают 

заключение о необходимости дополнительных исследова-

ний и, если это необходимо, получения дополнительной ин-

формации. Итогом работы экспертов является выдача за-

ключения о возможности перепрофилирования объекта.

Работа по перепрофилированию учреждений, связанных 

с противотуберкулезной деятельностью (санаторно-курорт-

ные организации, стационары, амбулатории и т.п.), является 

процедурой длительной и кропотливой. Важным аспектом 

этой деятельности является квалификация экспертов и спе-

циалистов лабораторной практики. 

Анализ документов, обследование зданий и сооружений 

должны проводится тщательно и вдумчиво, чтобы вопросов 

в итоге оставалось как можно меньше, а информации было 

больше. Лабораторные бактериологические и генетические 

исследования должны проводиться подготовленным и обу-

ченным персоналом в специализированных лабораториях, 

имеющих санитарно-эпидемиологическое заключение о 

возможности выполнения этих работ в организациях, имею-

щих лицензию на право проведения работ с микроорганиз-

мами III–IV групп патогенности (опасности).

Таким образом, планомерная и последовательная рабо-

та, проводимая по перепрофилированию медицинских и са-

наторно-курортных учреждений противотуберкулезной на-

правленности, выполняемая с соблюдением требований 

биологической безопасности в соответствии с санитарными 

нормами и правилами, позволит избежать ошибок при про-

ведении этих важных и ответственных работ. 
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Н о в о с т и  н а у к и

Новый инструмент для сборки генома
 

По данным Всемирной организации здравоохранения, Mycobacterium tuberculosis заражают около четверти населения 

мира и убили 1,6 млн человек в 2021 г. Текущие медицинские вмешательства ограничиваются вакциной вековой давности, 

которая снижает риск заражения на 20%, и приемом сильных антибиотиков от 4 до 6 мес., которые иногда оказываются не-

эффективными.

Ученые впервые секвенировали геном одного из штаммов туберкулеза – H37Rv – в 1998 г., но до сих пор им так и не 

удалось создать полную и точную последовательность, которая максимизировала бы их шансы на искоренение болезни.

Новый конвейер, получивший название Bact-Builder, объединяет общие программы сборки генома с открытым исходным 

кодом в новый и простой в использовании инструмент, который находится в свободном доступе на GitHub.

Сегодня ученые обычно секвенируют новые бактериальные геномы, разрезая большие фрагменты ДНК на маленькие, 

быстро сканируемые фрагменты, а затем используя эталонную последовательность, такую как H37Rv, для правильного со-

поставления всех полученных фрагментов данных. Однако сборка геномов без эталона, как это делает Bact-Builder с данны-

ми секвенаторов MinION, позволяет исследователям идентифицировать гены, присутствующие в клинических штаммах, 

которых может не быть в эталоне.

Последовательность туберкулеза, созданная Bact-Builder, содержит примерно на 6400 тыс. пар оснований больше, чем 

старый эталон, и идентифицирует новые гены и фрагменты генов, отсутствующие в старом эталоне.

Публикация полностью точного генома эталонного штамма H37Rv, который используется в сотнях исследований в год, 

должна значительно помочь исследованиям туберкулеза.

New DNA analysis provides accurate tuberculosis genome – ScienceDaily [Электронный ресурс]. 

URL: https://www.sciencedaily.com/releases/2022/12/221216131105.htm 
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Прототип модульной вакцины на основе 

бактериальных теней Yersinia pestis

Анисимов А.П., Вагайская А.С., Жумакаев Р.Х., 

Дентовская С.В.

ФБУН «Государственный научный центр прикладной 

микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Российская Федерация

Одно из направлений реализации федерального проекта 

«Санитарный щит – безопасность для здоровья» – разработ-

ка в короткие сроки (до 4 мес.) вакцин против новых инфек-

ций, в то время как суммарно на разработку одной бактери-

альной вакцины (базовые исследования, доклинические ис-

пытания, 1–3-я фазы клинического этапа) обычно уходит 

10–15 лет. В отношении же вирусных инфекций допускается 

экстренный выпуск вакцин, что не означает полного отказа 

от их проверки – вакцина проходит установленные протоко-

лом этапы, но в сокращенном варианте. Быстрота разработ-

ки антивирусных препаратов объясняется и тем, что размер 

генома вируса меньше генома бактерии примерно в 2000 

раз, что снижает объем и сроки этапа базовых исследова-

ний новых вирусных патогенов. Вирусы очень изменчивы и 

постоянно маскируются от иммунной системы хозяина с по-

мощью аминокислотных замен в одном-двух поверхностных 

белках. У вируса гриппа A это гемагглютинин и нейрамини-

даза. Хорошая изученность молекулярной биологии этого 

вируса позволяет предсказывать вероятные мутации и за-

ранее создавать актуальную вакцину. У бактерий количе-

ство переменных (поверхностных антигенов), которые взаи-

модействуют с иммунной системой, на порядок больше. И, 

соответственно, предсказание антигенного состава гряду-

щих «пандемичных» штаммов маловероятно. 

Как же уложиться в срок 4 мес.? Решить эту проблему 

может технология модульных вакцин, опирающаяся на пред-

варительно созданный конструктор, включающий базовые 

носители на основе уже известных патогенов и модульные 

антигены. Наличие заранее приготовленных конструкторов, 

чьи базовые носители и модульные антигены успешно прош-

ли фазу II клинических испытаний, может ускорить разра-

ботку вакцин, но требует предварительных исследований.

В качестве базового носителя выбрали бактериальные 

тени бесплазмидного штамма Yersinia pestis основного под-

вида, эффективно защищающие от гибели зараженных 

чумой морских свинок, а в качестве модульных антигенов – 

протективные для мышей изоформы белков Caf1 и LcrV. Как 

и в предварительных исследованиях, иммунная система 

мышей практически не отвечала на введение бактериаль-

ных теней, а у морских свинок, наоборот, формировался 

напряженный иммунитет. Модульные же антигены Caf1 и 

LcrV, обеспечивающие 100%-ю защиту мышей, были про-

тективны лишь в отношении ≤70% морских свинок. 

Двукратное введение прототипа модульной чумной вакци-

ны, включающего как базовый носитель, так и модульные 

антигены, эффективно защищало оба вида лабораторных 

животных, причем компоненты, входящие в его состав, вза-

имно потенцировали протективные свойства друг друга. 

Работа выполнена по НИОКР 3.3 в рамках государствен-

ного задания. 

Рациональная стратегия разработки 

противобруцеллезных вакцин

Дятлова В.И.

ФБУН «Государственный научный центр прикладной 

микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Российская Федерация

Бруцеллез – одно из наиболее распространенных зооноз-

ных заболеваний, передающихся человеку от инфицирован-

ных животных, наносящее как экономический, так и соци-

альный ущерб. Необходимость совершенствования специ-

фической профилактики данной инфекции обусловлена на-

пряженной эпидемиологической ситуацией, вызванной на-

личием на территории России активных очагов бруцеллеза 

сельскохозяйственных животных, возможностью завоза ин-

фекции из-за рубежа, а также реальной угрозой биотерро-

ризма – причинами, способными вызывать эпидемические 

проявления чрезвычайного характера. 

Материалы 

VII Национального конгресса бактериологов

(дополнение)*

г. Санкт-Петербург, 28–30 сентября 2022 г.

*Материалы VII Национального конгресса бактериологов опубликованы 
в журнале «Бактериология» 2022; 7(3): 11-82.
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В настоящее время в Российской Федерации применяет-

ся живая противобруцеллезная вакцина, разработанная в 

середине прошлого века, характеризующаяся значительной 

реактогенностью и недостаточной эффективностью при про-

ведении ревакцинаций. Современные тенденции в разра-

ботке вакцин против бруцеллеза, обусловленные стреми-

тельным развитием генной инженерии и биоинформатики, 

включают создание живых генно-модифицированных и век-

торных вакцин, а также бесклеточных субъединичных и 

ДНК-вакцин на основе иммунодоминантных антигенов бру-

целл. С помощью методов обратной вакцинологии можно 

уже на начальном этапе создания вакцин выбрать наиболее 

иммуногенные белки, способные обеспечить долговремен-

ный и напряженный противобруцелллезный иммунитет.

Цель настоящего исследования состояла в выявлении 

антигенов Brucella аbortus, наиболее перспективных для 

включения в состав субъединичных вакцин. Для этого с ис-

пользованием 24 компьютерных программ и нескольких баз 

данных провели биоинформатический анализ 45 предсказан-

ных поверхностных белков B. abortus. В результате анализа 

выявили 8 белков: WP_002966739.1 (LptD), WP_002964462.1 

(BhuA), WP_002965367.1 (Omp25d), WP_002965368.1 

(Omp25c), WP_002967184.1 (FlgH), WP_002966644.1 (FlgE), 

WP_002969598.1 (AlgEfp) и WP_002963597.1 (MliCfp), наибо-

лее перспективных для включения в состав вакцинного пре-

парата. Адъювантная активность показана для рекомбинант-

ных белков Omp16, Omp19, BLS, BCSP31 и липополисахари-

да B. abortus. Также во многих исследованиях продемонстри-

рована адъювантная способность флагеллинов, стимулирую-

щих врожденный иммунитет через активацию TLR5. 

Таким образом, включение в состав мультиантигенных 

вакцин ранее изученных белков, в том числе обладающих 

адъювантными свойствами, а также «новых», выявленных с 

помощью методов биоинформатики, антигенов может стать 

ключом к созданию эффективной вакцины против бруцелле-

за. Несмотря на логичность и обоснованность подхода об-

ратной вакцинологии, только экспериментальные данные 

можно рассматривать как надежный источник информации 

об эффективности вакцинного препарата.

Работа выполнена по НИОКР 3.1.2 в рамках государ-

ственного задания. 

Оценка разнообразия штаммов 

ботулинических клостридий, выделенных 

в 2018–2022 годах

Зенинская Н.А., Мицевич И.П., Комбарова Т.И., 

Карцев Н.Н., Детушев К.В., Фирстова В.В., Храмов М.В.

ФБУН «Государственный научный центр прикладной 

микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Российская Федерация

Ввиду повсеместного распространения патогенных кло-

стридий постоянный санитарный контроль и своевременное 

определение вызываемых ими токсикоинфекций являются 

важной задачей для клиницистов и эпидемиологов. Несмотря 

на сравнительную редкость подобного рода заболеваний, 

тяжесть протекания пищевого ботулизма и последующих 

осложнений мотивирует к всестороннему анализу рисков и 

разработке более современных средств терапии. 

Целью данной работы является идентификация и оцен-

ка токсикологических свойств ботулинических клостридий, 

полученных из проб клинического материала и пищевых 

продуктов в период с 2018 по 2022 г.

Материалы и методы. Выделение культур из образцов 

осуществлялось на дифференциальных питательных сре-

дах, культивирование в анаэробных условиях проводилось с 

использованием анаэростатов. Видовая идентификация 

морфологически сходных штаммов производилась методом 

времяпролетной масспектрометрии с матрично ассоцииро-

ванной лазерной десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS). 

Генотипирование осуществлялось методом 16S rRNA секве-

нирования. Все полученные штаммы депонированы в 

Государственную коллекцию патогенных микроорганизмов 

«ГКПМ Оболенск».

Токсикологический анализ выделенных штаммов был 

проведен методом биопробы на мышах. При наличии гибели 

животных производили титровку культуральной жидкости 

для повторной проверки на мышах с целью определения 

приблизительных концентраций наработанного токсина.

Результаты. В ходе данных исследований удалось вы-

делить 25 штаммов рода Clostridium, 48% из которых оказа-

лись представителями вида C. botulinum. Среди выявленных 

ботулинических клостридий 33,3% синтезировали ботуло-

токсин типа А, 16,6% – типа B и 25% – типа Е. Помимо этого, 

25% штаммов были способны вырабатывать нейротоксины 

двух типов.

Токсическая активность штаммов варьировала в широ-

ких пределах: от инициации болезненных состояний у лабо-

раторных животных и отсутствия летальности до выработки 

значительных количеств токсина (ориентировочно 

200 000 мышиных внутриперитонеальных доз LD50 в 1 мл 

суточного культурального бульона). При этом наиболее ин-

тенсивными продуцентами оказались штаммы, синтезирую-

щие 2 типа токсина. 

Выводы. В результате данной работы нам удалось выя-

вить широкое разнообразие штаммов C. botulinum, пред-

ставляющих серьезные риски для населения.

Работа выполнена по НИОКР 3.1. в рамках государствен-

ного задания. 

Реконструкция полных 

последовательностей бактериальных 

хромосом и плазмид штаммов 

Yersinia pestis

Кисличкина А.А., Сизова А.А., Скрябин Ю.П., 

Платонов М.Е., Соломенцев В.И., Богун А.Г., 

Дентовская С.В., Анисимов А.П.

ФБУН «Государственный научный центр прикладной 

микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Российская Федерация

Yersinia pestis – возбудитель природно-очаговой особо 

опасной инфекционной болезни, сопровождающейся высо-

кой летальностью и вероятностью эпидемического распро-
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странения. Природные очаги чумы существуют на всех кон-

тинентах, кроме Австралии и Антарктиды. На территории 

СНГ расположено 43 очага чумы. Основными носителями в 

природных очагах чумы являются дикие грызуны – сурки, 

суслики, песчанки, полевки и многие другие, а передачу 

чумы обеспечивают как минимум 80 видов блох. Широкий 

круг хозяев и переносчиков в сочетании с географической 

разобщенностью отдельных природных очагов чумы с раз-

личными экологическими условиями способствуют селек-

ции генетических вариантов, специфичных для определен-

ных природных очагов. Анализ геномов штаммов Y. pestis 

способствует накоплению знаний о происхождении, фило-

гении и генетическом разнообразии возбудителя чумы. 

Реконструкция полного генома, в котором установлены по-

рядок и ориентация всех участков нуклеотидной последова-

тельности, позволяет сравнивать структуру всего генома, 

выявлять инверсии и определять точное количество повто-

ряющихся элементов.

Целью работы являлась реконструкция полных последо-

вательностей бактериальных хромосом и плазмид штаммов 

Y. pestis, относящихся к геногруппе 2.MED1, но выделенных 

в разных очагах, и оценка их различий.

В исследование были включены 2 штамма Y. pestis – 

штамм C-690 (выделен в очаге 43) и штамм С-332 (очаг 01). 

Для реконструкции полных геномов штаммов Y. pestis ДНК 

секвенировали на платформах Illumina MiSeq и Nanopore 

MinION. Гибридную сборку полной последовательности ге-

номов проводили с помощью программы Unicycler v0.4.7 с 

настройками по умолчанию. Финальные сборки геномов 

штаммов содержали по четыре кольцевых контига. С помо-

щью сервиса BLAST (nucleotide search) идентифицированы 

хромосомы и плазмиды. Геном штамма Y. pestis C-690 со-

стоит из хромосомы (4 619 998 п.н.) и плазмид: pMT 

(100 989 п.н.), pCD (70 509 п.н.) и pPCP (9 610 п.н.). Геном 

штамма Y. pestis С-332 состоит из хромосомы (4 503 017 

п.н.) и плазмид: pMT (100 989 п.н.), pCD (70 509 п.н.) и pPCP 

(9 610 п.н.). Для детального сравнения хромосом использо-

вали программу Snippy. В результате было выявлено 39 

SNP, 3 комплексных SNP, 24 делеции и 24 инсерции. При 

сравнении хромосом в программе Mauve выявлены три 

участка инверсий, а также в хромосоме штамма Y. pestis 

С-332 отсутствует pgm-локус. Плазмиды имеют одинаковый 

размер, pPCP идентичны, а pMT и pCD штамма Y. pestis 

C-690 отличаются от гомологичных плазмид штамма Y. pestis 

С-332 на одну SNP.

В результате проведенной работы получены полные по-

следовательности бактериальных хромосом и плазмид 

штаммов Y. pestis. Анализ геномов позволил выявить раз-

личия между штаммами, относящихся к геногруппе 2.MED1, 

но выделенных в разных природных очагах.

Работа выполнена по НИОКР 1.1.18 в рамках государ-

ственного задания. 

Оценка эффективности изотермических 

амплификационных технологий 

для выявления возбудителей мелиоидоза 

и сапа

Леденева М.Л.1, Буй Т.Л.А.2, Ткаченко Г.А.1, 

Бартенева М.В.1, Захарова И.Б.1

1ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский 

противочумный институт» Роспотребнадзора, Волгоград, 

Российская Федерация;
2Российско-Вьетнамский Тропический научно-

исследовательский и технологический центр, Ханой, 

Вьетнам

Методы изотермической амплификации ДНК/РНК актив-

но рассматриваются в молекулярной диагностике инфекци-

онных заболеваний как альтернатива полимеразной цепной 

реакции (ПЦР), в связи с чем оценены критерии диагности-

ческой ценности методов выявления возбудителя мелиоидо-

за, основанных на изотермических технологиях – петлевой 

изотермической амплификации (LAMP) и реакции транс-

крипционной амплификации в режиме реального времени 

(RT-NASBA).

Оценка аналитических характеристик LAMP показала 

100%-ю специфичность при аналитической чувствительно-

сти 68,8 фг в реакционной смеси, что соответствует 

1 × 103 м.к./мл. Для оценки эффективности LAMP для вы-

явления Burkholderia pseudomallei в сравнении с ПЦР при 

тестировании одной и той же генной мишени (orf2 кластера 

T3SS1) исследовали тотальную ДНК, выделенную непо-

средственно из проб почвы, отобранных во Вьетнаме. 

Образцы для тестирования были выбраны на основании 

результатов бактериологического исследования и ПЦР на 

зарегистрированном наборе реагентов (РУ РЗН 2018/7785) 

с секвенированием полученных фрагментов. Исследованы 

21 положительная и 4 отрицательных пробы. 

Предсказательная ценность положительного результата 

LAMP и ПЦР составили 86 и 100%, отрицательного резуль-

тата – 25 и 57%; диагностическая эффективность – 76 и 

88%. Невысокие диагностические показатели LAMP, по-

видимому, обусловлены высоким GC-составом видоспеци-

фической для B. pseudomallei мишени.

Аналитическая чувствительность экспериментальной 

тест-системы «AмплигенBurk23S рРНК-РВ» для выявления 

возбудителей мелиоидоза и сапа в RTNASBA составила 

2 фг в реакционной смеси, что соответствует 0,4 фг/мкл то-

тальной РНК в образце (1 × 101 м.к./мл), при 100%-й специ-

фичности. Диагностические показатели оценивали на про-

бах биоматериала от сирийских хомяков с острым экспери-

ментальным мелиоидозом и сапом (по 20 проб от 4 инфици-

рованных и по 5 проб от контрольных животных на каждую 

инфекцию). Для сравнения использовали группоспецифиче-

скую ПРЦ в реальном времени (ПЦР-РВ) (РУ РЗН 2013/1227). 

Необходимо отметить, что в ПЦР-РВ все 4 пробы крови от 

сапных животных были отрицательными, при этом в RT-

NASBA была 1 положительная. При экспериментальном ме-

лиоидозе в ПЦР-РВ была одна положительная проба крови, 

а в RT-NASBA – 4. Это свидетельствует, что уровень бакте-

риальной нагрузки в крови при мелиоидозе или сапе часто 
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не достигает предела чувствительности метода ПЦР-РВ, что 

согласуется с данными других исследователей. 

Предсказательные ценности положительного результата у 

RT-NASBA и ПЦР-РВ составили по 100% для обеих инфек-

ций, отрицательного результата – 83 и 56% для мелиоидоза, 

50 и 38% для сапа; диагностическая эффективность – 96 и 

84% для мелиоидоза, 80 и 68% для сапа.

Таким образом, применение LAMP для выявления возбу-

дителя мелиоидоза по чувствительности сопоставимо с 

ПЦР-РВ, но значительно уступает последнему по диагности-

ческой эффективности, в то время как RT-NASBA превос-

ходит ПЦР-РВ как по аналитическим, так и по диагностиче-

ским характеристикам и может быть рекомендована для 

исследования проб с заведомо невысокой бактериальной 

нагрузкой, а также для верификации дискордантных резуль-

татов других методов исследования.

Корреляционный анализ резистентности 

к антибиотикам и дезинфицирующим 

средствам у штаммов патогенных 

буркхольдерий, устойчивых к бензалкония 

хлориду 

Лучинин Д.Н., Молчанова Е.В.

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский 

противочумный институт» Роспотребнадзора, Волгоград, 

Российская Федерация

Burkholderia pseudomallei и Burkholderia mallei – микроор-

ганизмы, относящиеся ко II группе патогенности и способ-

ные вызывать у человека тяжелые инфекционные заболева-

ния (мелиоидоз и сап соответственно). Известно, что данные 

микроорганизмы могут проявлять множественную лекар-

ственную устойчивость. Для отдельных филогенетически 

близкородственных B. pseudomallei и B. mallei видов показа-

но наличие резистентности к различным дезинфицирующим 

агентам и определена положительная корреляционная за-

висимость между наличием устойчивости к дезинфектантам 

и антибиотикам. 

Цель работы заключалась в изучении причинно-след-

ственной связи между устойчивостью к дезинфектантам и 

антибиотикорезистентностью штаммов B. pseudomallei и 

B. mallei, выращиваемых на питательной среде с добавлени-

ем бензалкония хлорида. 

Штаммы патогенных буркхольдерий культивировали на 

питательных средах с добавлением бензалкония хлорида в 

повышающихся концентрациях. У исходных штаммов и по-

лученных вариантов B. pseudomallei и B. mallei, устойчивых к 

бензалконию хлорида, определяли устойчивость к амокси-

циллину, цефтазидиму, доксициклину, меропенему и триме-

топриму диско-диффузионным методом. Корреляционный 

анализ между резистентностью к антибиотикам и дезинфи-

цирующим средствам проводили с применением коэффици-

ента корреляции Пирсона.

В результате работы были получены штаммы, характери-

зующиеся повышенной резистентностью к бензалкония 

хлориду. Данный признак сохранялся при их культивирова-

нии в течение 15 нед. в отсутствии ингибирующего агента. 

Анализ чувствительности к антибактериальным препаратам 

у штаммов B. pseudomallei и B. mallei, устойчивых к дезсред-

ству, выявил наличие высокой корреляционной связи между 

снижением чувствительности к бензалкония хлориду и по-

вышением резистентности к амоксиклаву и цефтазидиму. 

Статистическая обработка данных показала значимую кор-

реляцию между этими признаками. Так, была выявлена 

прямая корреляционная зависимость высокой силы для 

амоксициллина (r = 0,7) и цефтазидима (r = 0,8). При этом 

какие-либо причинно-следственные связи между повышени-

ем устойчивости к дезинфектанту и резистентностью к док-

сициклину (r = 0,0), меропенему (r = 0,1) и триметоприму 

(r = -0,1) отсутствовали.

Таким образом, штаммы патогенных буркхольдерий при 

формировании устойчивости к бензалкония хлориду приоб-

ретают резистентность к амоксициллину и цефтазидиму. 

Особенности выделения вируса Западного 

Нила из проб клинического материала 

и объектов окружающей среды 

для сохранения исходных патогенных 

свойств изолята

Мачнева А.Ю., Герасимова А.Д., Гусев Е.А., 

Лучинин Д.Н., Молчанова Е.В.

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский 

противочумный институт» Роспотребнадзора, Волгоград, 

Российская Федерация

Вирус Западного Нила (ВЗН) относится к роду Flavivirus, 

антигенному комплексу японского энцефалита семейства 

Flaviviridae и является возбудителем лихорадки Западного 

Нила (ЛЗН). Для изоляции вируса из клинического материа-

ла, а также из объектов окружающей среды и дальнейшего 

его изучения необходимо подобрать модель, которая спо-

собна не только обеспечить эффективную репродукцию ви-

руса, но и сохранить исходные свойства изолята. 

Для выделения ВЗН могут быть использованы новорож-

денные мыши, клеточные линии млекопитающих Vero, ВНК-

21 и насекомых С6/36, куриные эмбрионы. Особенности 

строения и биохимические свойства биологических моделей 

способствуют отбору варианта, максимально адаптирован-

ного к инфицированию клеток и репликации в конкретных 

условиях. 

С целью уточнения характера влияния биологической 

модели, используемой для выделения ВЗН, на патогенные 

свойства получаемого изолята в течение 2018–2021 гг. 

пробы, в которых была обнаружена РНК ВЗН, пассировали 

одновременно на различных моделях: мышах-сосунках, кле-

точных линиях Vero и C6/36, перепелиных эмбрионах. 

Патогенные свойства полученных вариантов изолятов 

ВЗН изучали с помощью заражения аутбредных белых 

мышей (модель млекопитающих) и чижей (модель птиц, чув-

ствительных к инфекции ВЗН).

В результате было установлено, что с использованием 

мышей-сосунков селекционировались наиболее вирулент-
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ные варианты (LD50 3,8 × 103 ± 0,005 × 104 БОЕ, р ≤ 0,05), при 

заражении которыми быстро (на 3–4-е сутки) развивалась 

нейропатогенная форма ЛЗН (в 67%). Схожими свойствами, 

за исключением нейротропности, характеризовались изо-

ляты, полученные с помощью клеточной линии Vero (гриппо-

подобная форма заболевания у мышей и птиц в 42% случаях 

на 4-е сутки). Изоляты ВЗН, выделенные с использованием 

перепелиных эмбрионов, проявляли выраженные патоген-

ные свойства в отношении чижей, вызывая токсико-септиче-

скую форму заболевания и 100%-ю летальность на 5-й день 

(LD50 5 × 102 ± 0,005 × 103 БОЕ, р ≤ 0,05). У мышей в те же 

сроки развивалась гриппоподобная форма ЛЗН в 44% слу-

чаев. В случае применения в качестве модели для изоляции 

ВЗН клеточной линии C6/36 образовывались варианты, об-

ладающие наименьшей вирулентностью (LD50 7,6 × 105 ±

± 0,005 × 104 БОЕ, р ≤ 0,05), вызывающие гриппоподобную 

форму заболевания в 34% случаев и в более поздние сроки 

(на 7–9-е сутки).

Таким образом, выбор модели для восстановления ВЗН с 

сохранением исходных патогенных свойств зависит от вида 

нативного материала (кровь людей, кровососущие комары, 

головной мозг птиц и т.д.). Так, для выделения ВЗН из проб 

от людей с нейроинвазивной формой ЛЗН необходимо ис-

пользовать мышей-сосунков, из проб от больных людей без 

неврологических проявлений, а также из образцов органов 

мелких млекопитающих – культуру клеток Vero, из проб 

пулов кровососущих членистоногих – культуру клеток C6/36, 

из образцов органов птиц – перепелиные эмбрионы.

Получение моноклональных антител 

к вирусу Западного Нила и их 

иммунохимическая характеристика

Пименова Е.В., Елхова А.В.

ФКУЗ «Волгоградский научно-исследовательский 

противочумный институт» Роспотребнадзора, Волгоград, 

Российская Федерация

Вирус Западного Нила (ВЗН) является представителем 

рода Flavivirus семейства Flaviviridae и принадлежит к анти-

генному комплексу вируса японского энцефалита. Долгое 

время считалось, что ВЗН не способен вызывать значимые 

вспышки заболевания у человека и распространен только в 

Африке. На сегодняшний день ареал ВЗН охватывает терри-

тории Африки, Европы, Азии. В Российской Федерации 

случаи заболевания лихорадкой Западного Нила (ЛЗН) до-

кументально подтверждены на территории более 20 субъек-

тов федерации, а циркуляция возбудителя по результатам 

мониторинговых исследований объектов внешней среды и 

серологического обследования здорового населения – более 

чем в 70 субъектах федерации. 

Основными методами выявления маркеров возбудителя 

являются иммунологические и молекулярно-генетические. С 

помощью иммунологических методов в полевом и клиниче-

ском материале обнаруживаются как антигены, так и анти-

тела. Однако к экспресс-методам анализа относят метод 

флуоресцирующих антител и реакцию непрямой гемагглю-

тинации. В связи с этим возникает потребность в разработке 

и совершенствовании высокоэффективных диагностиче-

ских средств на основе моноклональных антител (МКА) с 

целью контроля распространения патогена на новые терри-

тории, а также в связи с необходимостью обеспечения им-

портозамещения на российском рынке.

Цель работы: получить МКА к ВЗН и охарактеризовать 

их иммунохимическими методами. 

Для получения гибридом-продуцентов МКА линейных 

мышей Balb/с циклично иммунизировали цельновирионным 

антигеном ВЗН CHIEN-1 с последующей гибридизацией 

В-лимфоцитов с клетками мышиной миеломы Sp2/0. В ре-

зультате слияния были отобраны три клона (С8, С2, Н7), 

стабильно продуцирующих антитела. Свойства МКА к ВЗН, 

полученных из асцитической жидкости инбредных мышей и 

выделенных осаждением сульфатом аммония, оценивали в 

реакции иммунопреципитации и с помощью иммунофер-

ментного анализа (ИФА). Изотипирование МКА проводили в 

соответствии с инструкцией по применению к набору реа-

гентов Mouse Monoclonal Antibody Isotyping Reagents (Sigma-

Аldrich, США). В качестве положительного контрольного об-

разца использовали инактивированный антиген ВЗН из на-

бора реагентов для иммуноферментного выявления имму-

ноглобулинов класса М к вирусу Западного Нила в сыворот-

ке (плазме) крови «ВектоНил-IgM» (АО «Вектор-Бест»). 

Результаты изотипирования, полученные на двух типах 

антигенов, показали, что все три МКА принадлежали к клас-

су М. Было установлено, что клеточные линии С8 и С2 про-

дуцировали антитела, которые специфически взаимодей-

ствовали с антигенами ВЗН как в реакции преципитации, 

так и в ИФА. Специфическую активность субклонов линий 

С8 и С2, выявленную с помощью цельновирионного антиге-

на ВЗН CHIEN-1, адсорбированного на твердой фазе, реги-

стрировали в разведении исследуемых образцов 1:104 и 

1:103 соответственно. При использовании инактивированно-

го антигена ВЗН титры антител были незначительно ниже и 

составили 1:103 и 1:102. В то же время МКА линии Н7 не 

проявляли специфической активности в отношении положи-

тельного контрольного образца ни в реакции преципитации, 

ни в ИФА. 

Таким образом, полученные МКА к ВЗН гибридом-проду-

центов линий С8 и С2 могут быть использованы для изготов-

ления на их основе иммунодиагностических препаратов.

Обеспечение успешной идентификации 

белковых токсинов с использованием 

методов масс-спектрометрического 

анализа

Сурин А.К., Евтюхова А.Е., Петухов Н.А., Фирстова В.В.

ФБУН «Государственный научный центр прикладной 

микробиологии и биотехнологии» Роспотребнадзора, 

Оболенск, Российская Федерация

В настоящее время основным методом точного определе-

ния вида белковых мишеней в любых биологических матри-

цах является метод, основанный на применении тандема 

высокоэффективной жидкостной хроматографии (ВЭЖХ) и 
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масс-спектрометрии высокого разрешения (МС). Этот метод 

основан на предварительном разделении пептидов, полу-

ченных после обработки белка / смеси белков ферментом 

(протеазой) с помощью ВЭЖХ и дальнейшем анализе смы-

ваемых с разделяющей колонки пептидов на масс-

спектрометре. Такая методика дает возможность с высокой 

достоверностью определять, какой белковой последова-

тельности соответствует тот или иной пептид. 

Современные масс-спектрометрические приборы позво-

ляют работать с пептидами длиной от 6 до 40 аминокислот. 

Таким образом, качество идентификации белков методом 

ВЭЖХ-МС зависит от подбора протеазы (фермента, гидро-

лизующего пептидную связь белка). Целью такого подбора 

является использование такой протеазы, которая будет раз-

резать целевой белок на пептиды оптимальной длины для 

анализа на ВЭЖХ-МС. Наибольшую распространенность 

для этих целей получила протеаза трипсин. Это высокоспе-

цифичная протеаза, которая разрезает белок по пептидной 

связи между аминокислотами K-X или R-X, где K – лизин, 

R – аргинин X – любая аминокислота, кроме пролина. 

Использование трипсина для обработки белков при подго-

товке к масс-спектрометрическому анализу позволяет каче-

ственно идентифицировать как отдельные белки, так и 

целые протеомы клеток или животных тканей. Однако недо-

статок использования такого подхода может проявиться в 

случае работы с малым количеством целевого белка, нахо-

дящимся в сложной биологической матрице, содержащей 

большое количество белков кроме искомого целевого белка, 

причем часто концентрация этих белков на порядки может 

превышать концентрацию целевого белка. 

Первая проблема связана с взаимным расположением 

лизинов и аргининов в полипептидной цепи. В случае боль-

шого процента количества этих аминокислот относительно 

вклада всех остальных целевой белок может разрезаться 

преимущественно на малые пептиды, с небольшим количе-

ством средних пептидов, оптимальных для масс-

спектрометрического анализа. Или противоположный слу-

чай – небольшое содержание лизинов и аргининов, что 

приведет к получению слишком больших пептидов, сложных 

для анализа. Таким образом, для контроля конкретного це-

левого белка необходимо заранее проанализировать его 

аминокислотную последовательность для принятия решения 

по использованию оптимальной протеазы для подготовки 

проб данного белка. 

Другая проблема заключается в том, что расчет количе-

ства протеазы, необходимой для пробоподготовки, произво-

дится из среднего соотношения белок/протеаза 100:1 или 

50:1. При работе с большим белковым фоном относительно 

целевого белка придется использовать большое количество 

протеазы, что ведет к большому расходу протеазы и повы-

шению цены анализа. Кроме того, в такой сложной матрице 

качество гидролиза белка также будет ухудшаться. Большое 

количество потенциальных мест разрыва пептидных связей 

будет пропускаться, причем у разных молекул одного и того 

же белка они будут разные, что приведет к снижению кон-

центраций одинаковых пептидов и увеличению их разноо-

бразия по длине. В ряде случаев эту проблему может ре-

шить использование альтернативного метода гидролиза 

белка без использования ферментов. Такой альтернативой 

является метод, основанный на использовании цианоген-

бромида, низкомолекулярного химического вещества. 

Данный метод эффективен для белков с высоким содержа-

нием метионинов, так как использование этого агента по-

зволяет гидролизовать пептидную связь между метионином 

и любой другой аминокислотой (кроме пролина). При этом 

метионин переходит в гомосерин или гомосерин лактон. В 

зависимости от концентрации белков можно использовать 

более высокую концентрацию этого агента. Даже при очень 

высокой концентрации цианогенбромида можно очистить от 

него полученный препарат пептидов при хроматографии, и 

он не будет мешать при масс-спектрометрическом анализе. 

Для работы с белком ботулотоксина нами была предвари-

тельно проанализирована аминокислотная последователь-

ность этого белка. Были рассчитаны теоретически возмож-

ные фрагменты этого белка при использовании трипсина. 

Показано, что в этом случае будут образовываться преиму-

щественно пептиды либо с малой, либо с очень большой 

длиной. Экспериментально было показано, что использова-

ние трипсина дает низкое покрытие экспериментально иден-

тифицированными пептидами аминокислотной последова-

тельности самого ботулотоксина. С другой стороны, в дан-

ном белке большое содержание метионинов, а их взаимное 

расположение дает надежду на получение большого количе-

ства пептидов с длинной от 10 до 40 аминокислотных остат-

ков. Мы провели ряд предварительных экспериментов по 

подбору условий гидролиза ботулотоксина цианогенброми-

дом. Предварительные эксперименты показали эффектив-

ность использования данного агента для гидролиза белка 

ботулотоксина с целью повышения эффективности его об-

наружения. 

Работа выполнена по НИОКР 1.1.14 в рамках государ-

ственного задания. 
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