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Около 90% микроорганизмов, заселяющих кишечник, являются труднокультивируемыми облигатно-анаэробными 
бактериями, обнаружить которые можно исключительно с использованием метода высокопроизводительного секве-
нирования. Большинство из них являются продуцентами короткоцепочечных жирных кислот, которые принимают 
участие в регулировании функций различных систем органов. Метод культуромики, благодаря подбору условий куль-
тивирования и питательных сред, позволяет выделить данные бактерии и изучить их фенотипические свойства. 
Проведенное исследование посвящено изучению видового разнообразия облигатно-анаэробных бактерий кишечной 
микробиоты, выделенных из биологического материала взрослых людей с использованием метода культуромики, и 
обоснованию выбора оптимальных специализированных питательных сред для их выращивания.
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About 90% of microorganisms in the gut are difficult culture obligate-anaerobic bacteria that can only be detected using high-
throughput sequencing. Most of them are producers of short-chain fatty acids, which are involved in regulating the functions of 
various organ systems. The culture method allows the isolation of these bacteria and the study of their phenotypic properties 
due to the selection of cultivation conditions and culture media. This research is devoted to the study of species diversity of 
obligate-anaerobic bacteria of the gut microbiota, isolated from biological material of adults using the culturomics method, and 
substantiation of the selection of optimal special culture media for their cultivation.
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Ж
елудочно-кишечный тракт – это динамичная экоси-

стема, в которой взаимодействуют триллионы бак-

терий, вирусов, грибов и других одноклеточных организмов 

[1]. Кишечная микробиота представлена 1000–1500 видов 

бактерий, общее количество которых превышает 1014 клеток 

[2–4].

Большая часть микробиоты здорового человека пред-

ставлена бактериальными филумами Bacteroidota и Bacillota. 

Помимо широко известных Bifidobacterium spp., Prevotella 

spp. Lactobacillus spp., в составе кишечной микробиоты в 

большом количестве присутствуют и другие облигатно-ана-

эробные микроорганизмы, крайне чувствительные к кисло-

роду, включая Ruminococcus spр. и Faecalibacterium spp., 

продуцирующие метаболиты – короткоцепочечные жирные 

кислоты (КЦЖК), которые участвуют в регулировании функ-

ции дистальных участков слизистой оболочки кишечника и 

других органов, влияя в т.ч. на производство и выход иммун-

ных клеток и антител [5–9].

На данный момент труднокультивируемые облигатно-ана-

эробные бактерии являются объектами повышенного инте-

реса, поскольку развитие молекулярно-биологических мето-

дов, в частности высокопроизводительного секвенирования, 

позволило расширить знания о составе микробиоты кишеч-

ника. Однако существующие ограничения метагеномного 

анализа, не позволяющие выделить эти микроорганизмы, 

изучить их фенотипические свойства, способствовали мас-

штабному развитию методов культуромики, которые пред-

ставляют собой культуральный подход, насчитывающий 

более 300 условий культивирования для выделения различ-

ных микроорганизмов, благодаря которому были открыты и 

описаны сотни новых бактерий. Использование данного ме-

тода позволило значительно расширить знания о составе 

микробиоты кишечника. За период 2015–2018 гг. количе-

ство микроорганизмов, выделенных методом культуромики, 

увеличилось на 28%, из которых две трети относятся к 

новым таксонам [10].

В работах ряда зарубежных авторов показано, что, напри-

мер, у пациентов, перенесших COVID-19, численность бакте-

рий, продуцирующих КЦЖК, резко снижается, что негативно 

влияет на тяжесть течения как самого заболевания, так и 

симптомов, развивающихся после его разрешения [11]. 

Детальное изучение анаэробных бактерий-продуцентов 

КЦЖК затруднено из-за сложности их выделения из биологи-

ческого материала, подбора питательных сред и условий для 

их культивирования и сохранения. В современной отечествен-

ной и зарубежной литературе описаны разнообразные мето-

дические подходы, однако в большинстве случаев возникают 

трудности с их воспроизводимостью [12]. Поэтому проблема 

выделения и сохранения труднокультивируемых облигатно-

анаэробных бактерий остается актуальной по сей день.

Цель работы – изучение разнообразия труднокультиви-

руемых облигатно-анаэробных бактерий кишечной микро-

биоты и оптимизация их выделения с использованием спе-

циальных питательных сред.

Методика исследования

Для успешного выделения труднокультивируемых, крайне 

чувствительных к кислороду бактерий кишечной микробио-

ты требуется обязательное соблюдение особых условий 

преаналитического этапа микробиологического исследова-

ния. Материалом для исследования были фекалии 20 взрос-

лых людей. Свежесобранные фекалии помещали в стериль-

ный контейнер для сбора биоматериала, заполняя весь его 

объем с целью создания условий, максимально приближен-

ных к строго анаэробным. Важные моменты преаналитиче-

ского этапа: быстрая доставка биоматериала в лаборато-

рию, поскольку труднокультивируемые облигатные анаэро-

бы гибнут в присутствии кислорода в течение нескольких 

минут [13]; посев в условиях анаэробной станции 

(Bactron300-2, Sheldon manufacturing) в атмосфере трехком-

понентной газовой смеси (Н2 – 10%, N2 – 80%, CO2 – 10%) и 

предварительная регенерация питательных сред. На основа-

нии данных литературы были приготовлены питательные 

среды в двух вариантах: жидкие и плотные, наиболее часто 

используемые для выделения бактерий-продуцентов КЦЖК:

№ 1 – питательная среда на основе рубленого мяса с 

углеводами [14];

№ 2 – питательная среда на основе рубленого мяса [15];

№ 3 – питательная среда YCFA [16];

№ 4 – питательная среда BIFIDOBACTERIUM MEDIUM 

[17].

Для посева из толщи заполненного контейнера отбирали 

1 г фекалий и помещали в среду накопления (жидкий вари-

ант питательных сред). Материал инкубировали при 37°С в 

течение 96 ч: ежедневно из пробирок отбирали половину 

содержимого, выполняли десятикратное разведение в физи-

ологическом растворе и высевали на плотные питательные 

среды, затем добавляли в пробирки свежую питательную 

среду до первоначального объема. Высев на плотные пита-

тельные среды производили ежесуточно в течение инкуба-

ции в жидкой среде. Результаты посевов просматривали 

через 48 ч, проводили подсчет выросших колоний и иденти-

фикацию выделенных бактерий методом времяпролетной 

масс-спектрометрии с матрично-ассоциированной лазерной 

десорбцией/ионизацией (MALDI-TOF MS) на масс-

спектрометре Microflex с программным обеспечением 

MaldiBioTyper версии 4.1 (BrukerDaltoniks, Германия), а при 

невозможности идентификации этим методом – путем сек-

венирования последовательности гена 16S рибосомальной 

РНК (по Сэнгеру) («Нанофор-05», Россия).

Результаты исследования

Использование MALDI-TOF MS для идентификации выде-

ленных труднокультивируемых облигатно-анаэробных микро-

организмов не позволило установить их видовую принадлеж-

ность ввиду отсутствия информации о них в библиотеке 

масс-спектрометра, что, вероятно, связано с низкой частотой 

применения культуральных методов для их индикации.

Методом секвенирования по Сэнгеру идентифицированы 

облигатно-анаэробные труднокультивируемые бактерии, от-

носящиеся к 15 родам: Alistipes shahii, Anaerostipes hadrus, 

Blautia sp., Blautia intestinalis, Blautia massiliensis, Blautia 

wexlerae, Catenibacterium mitsuokai, Coprococcus comes, 

Coprococcus eutactus, Dorea longicatena, Eubacterium hallii, 

Faecalibacterium prausnitzii, Fusicatenibacter saccharivorans, 

Holdemanella sp., Intestinimonas butyriciproducens, Roseburia 

faecis, Ruminococcus sp., Ruminococcus gnavus, Ruminococcus 

lactaris, Sutterella stercoricanis.
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На утверждение

При учете результатов роста выделенных микроорганиз-

мов на специальных питательных средах показано, что 

наибольшее видовое разнообразие получено при посеве 

всех образцов фекалий на среду №1 (таблица). Наибольшее 

количество видов анаэробных бактерий (n = 8) было вы-

делено из первого образца фекалий №1, однако в его по-

севах на среды №2 и №3 количество видов оказалось 

ниже в 2 раза, а на среду №4 – в 4 раза. Сходные резуль-

таты получены при посеве всех исследованных образцов 

биоматериала. 

Обращает на себя внимание, что некоторые виды бакте-

рий (A. hadrus, Holdemanella sp.) были способны расти на 

нескольких питательных средах. F. prausnitzii, один из важ-

нейших продуцентов КЦЖК, выделялся на средах №№ 1, 2 

и 3, но не рос на среде №4. То же самое относится и к виду 

R. faecis, который выделяли преимущественно на среде №4 

и реже – на среде №1. Наименьшие ростовые свойства 

были установлены для среды №4, поскольку на ней наблю-

дался рост только представителей Roseburia spр., что явля-

ется немаловажным фактом для селективного выделения 

бактерий рода Roseburia.

Таким образом, полученные результаты позволили уста-

новить, что среди исследованных питательных сред наибо-

лее оптимальной для выделения труднокультивируемых 

анаэробных бактерий является вариант среды №1, посколь-

ку ее использование позволило выявить наибольший видо-

вой спектр труднокультивируемых облигатно-анаэробных 

микроорганизмов в образцах кишечной микробиоты. 

Таблица. Эффективность выделения труднокультивируемых анаэробных бактерий с использованием специальных питательных 

сред

Table. Efficiency of isolating difficult-to-cultivate anaerobic bacteria using special nutrient media

Образец 
фекалий / 
Fecal sample

Выделенные микроорганизмы (варианты питательных сред) / 
Isolated microorganisms (culture media options)

Среда / Nutrient medium №1 Среда / Nutrient medium №2 Среда / Nutrient medium №3 Среда / Nutrient medium №4

1 A. hadrus, F. prausnitzii, R. lactaris, 
C. eutactus, Holdemanella sp., 

S. stercoricanis, F. saccharivorans, 
I. butyriciproducens 

A. hadrus,
Blautia sp., Holdemanella sp., 

F. prausnitzii

A. hadrus, B. wexlerae, C. eutactus, 
F. prausnitzii, F. saccharivorans 

R. faecis, 
Roseburia sp.

2 R. gnavus, R. faecis, D. longicatena, 
A. shahii, E.hallii

A. shahii R. gnavus, 
D. longicatena

R. faecis, Roseburia sp.

3 B. intestinalis, F. prausnitzii, 
F. saccharivorans

Holdemanella sp.,  Blautia sp. F. saccharivorans, F. prausnitzii, 
B. wexlerae

R. faecis

4 D. longicatena, F. prausnitzii F. prausnitzii F. prausnitzii, D. longicatena –

5 F. prausnitzii, C. comes, 
B. rovencensis, A. shahii

Blautia sp., A. shahii F. prausnitzii, C. comes, 
B. wexlerae

Roseburia sp.

6 S. stercoricanis, L. bacterium, 
A. shahii, C. mitsuokai, E.hallii

A. shahii, E.hallii A. shahii –

7 F. prausnitzii, C. comes, 
D. longicatena, B. provencensis 

F. prausnitzii, Blautia sp. F. prausnitzii, D. longicatena –

8 A. hadrus, F. prausnitzii, 
I. butyriciproducens

A. hadrus, Holdemanella sp. F. prausnitzii, A. hadrus –

9 A. hadrus, F. prausnitzii, R. gnavus, 
R. lactaris

A. hadrus, A. shahii A. hadrus, F. prausnitzii, R. gnavus R. faecis, Roseburia sp.

10 F. prausnitzii, A. shahii A. shahii F. prausnitzii, A. shahii –

11 S. stercoricanis, D. longicatena, 
A. shahii, E. hallii

Holdemanella sp., A. shahii, E. hallii D. longicatena R. faecis, Roseburia sp.

12 A. hadrus, C. eutactus, 
C. mitsuokai

A. hadrus A. hadrus, C. eutactus R. faecis, Roseburia sp.

13 F. prausnitzii, B. provencensis F. prausnitzii, Blautia sp. B. wexlerae –

14 A. hadrus, A. shahii, F. prausnitzii A. hadrus, A. shahii F. prausnitzii, A. hadrus R. faecis

15 F. prausnitzii, D. longicatena, 
R. faecis    

F. prausnitzii F. prausnitzii, D. longicatena R. faecis

16 F. prausnitzii, I. butyriciproducens, 
C. minuta

Blautia sp., A. shahii F. prausnitzii, B. wexlerae R. faecis

17 F. prausnitzii, A. desmolans, 
R. gnavus, R. lactaris

F. prausnitzii F. prausnitzii, R. gnavus R. faecis, Roseburia sp.

18 L. bacterium, A. shahii, 
F. prausnitzii, C. comes, R. faecis, 

R. gnavus 

A. shahii R. gnavus, F. prausnitzii, C. comes –

19 A. hadrus, I. butyriciproducens, 
R. gnavus, A. shahii, C. minuta

A. hadrus, A. shahii A. hadrus, R. gnavus R. faecis, Roseburia sp.

20 S. stercoricanis, F. prausnitzii, 
C. catus, D. longicatena

F. prausnitzii, Blautia sp. F. prausnitzii, D. longicatena, 
B. wexlerae

Roseburia sp.
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Высокие ростовые свойства варианта среды №1, вероят-

но, связаны с присутствием в ней моно- и дисахаридов, 

таких как глюкоза, целлобиоза и мальтоза, которые могут 

быть использованы в качестве основного энергоресурса в 

метаболизме труднокультивируемых облигатно-анаэробных 

бактерий. Кроме того, использование этой среды является 

экономически выгодным, так как при ее приготовлении 

могут быть использованы ингредиенты отечественного про-

изводства, не снижающие ее ростовые свойства.

Результаты идентификации, полученные с использовани-

ем метода секвенирования по Сэнгеру, позволили расши-

рить базу данных масс-спектрометра путем внесения новых 

масс-спектров видов труднокультивируемых облигатно-ана-

эробных бактерий, что в дальнейшем ускорит и удешевит их 

идентификацию.

Подбор оптимальных условий для выделения представи-

телей кишечной микробиоты, основанный на методах куль-

туромики, важен для обнаружения максимального спектра 

микроорганизмов, особенно из числа труднокультивируе-

мых облигатных анаэробов, при исследовании микробиоты 

различных биотопов человека. Использование специализи-

рованных питательных сред для накопления биомассы таких 

микроорганизмов открывает перспективы для конструиро-

вания новых высокоэффективных пробиотиков на основе 

продуцентов регуляторных метаболитов, в т.ч. и КЦЖК, 

применение которых не только способствует усилению ба-

рьерной функции кишечного эпителия, но и обеспечит кор-

рекцию состояния дисбиоза, возникающего у человека 

после перенесенных заболеваний, и восстановление кишеч-

ной микробиоты.
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Н о в о с т и  н а у к и

Проблемы обработки, упаковки и безопасности пищевых продуктов

В течение последних нескольких десятилетий нанотехнологии 

привлекали все большее внимание как потенциально ценная техно-

логия, которая значительно повлияла на пищевую промышленность. 

Нанотехнологии помогают улучшить свойства материалов и кон-

струкций, используемых в различных областях, таких как сельское 

хозяйство, продукты питания, фармацевтика и так далее. Применение 

нанотехнологий на рынке продуктов питания включает инкапсулиро-

вание и распределение материалов в определенных местах, улучше-

ние вкуса, введение антибактериальных наночастиц в пищу, улучше-

ние длительного хранения, обнаружение загрязняющих веществ, 

улучшенные условия хранения, обнаружение, идентификацию, а 

также осведомленность потребителей. Маркировка продуктов питания нано-штрих-кодами помогает обеспечить их безопас-

ность, а также может использоваться для отслеживания их распространения. В этой обзорной статье обсуждаются совре-

менные достижения в области нанотехнологий, а также их применение в области пищевых технологий, упаковки пищевых 

продуктов, продовольственной безопасности, увеличения срока службы пищевых продуктов и т.д. Дается подробное описа-

ние различных путей синтеза наноматериалов, которые. Это химические, физические и биологические методы. 

Нанотехнологии в области упаковки пищевых продуктов быстро совершенствуются, и в будущем открываются большие 

возможности для дальнейшего совершенствования за счет разработки новых наноматериалов и наносенсоров.
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