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КОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРАКОЛОНКА ГЛАВНОГО РЕДАКТОРА

К читателям

Настоящий второй номер журнала содержит 12 оригинальных статей.
В работе А.А. Будановой с коллегами из Российского противочумного института «Микроб» (Саратов) 

проведен анализ молекулярно- генетических особенностей и протективного потенциала аттенуированных штаммов 
чумного микроба.

Группа сотрудников Ставропольского противочумного института С.А. Курчева и др. разработала биотехно-
логическое производство диагностических флуоресцирующих бруцеллезных иммуноглобинов лиофилизированных.

Малкова А.В. с соавторами из учреждений Барнаула осуществили исследование опытного поликомпонентного 
бациллярного биопрепарата при возделывании ярового рапса и установили его эффективность. 

Коллектив исследователей из Тюменского НИИ краевой инфекционной патологии (Катаева Л.В. и др.) 
изучили генетическое разнообразие штаммов Klebsiella pneumoniae, выделенных от новорожденных и с объектов 
окружающей среды педиатрического стационара Социалистической Республики Вьетнам (СРВ).

В статье В.В. Рогожина и др. из Саратова представлены результаты ретроспективного и оперативного 
мониторинга полуфабрикатов получения и хранения полуфабрикатов чумных, холерных и псевдотуберкулезных 
диагностических сывороток и иммуноглобулинов.

Симонова И.Р. с коллегами из Ростовского-на-Дону противочумного института создали исследовательскую 
коллекцию образцов сывороток крови людей, проживающих в Ростовской области.

Авторский коллектив из того же института (Водопьянов С.О. и др.) осуществил генетический анализ штам-
мов Vibrio cholerae O1 EL Tor, выделенных на территории Российской Федерации в 1923 году, на присутствие 
возможных детерминант персистенции.

Представители ученых Казани и Москвы (Зиннатов Ф.Ф. и др.) выполнили работу, посвященную изучению 
влияния некоторых полиморфных вариантов генов белкового и липидного обмена у джерсейской породы коров на 
показатели молочной продуктивности.

Харькова А.С., Арляпов В.А., Герцен М.М. (Тульский государственный университет) изучили возмож-
ность влияния использования активного ила характеристики медиаторного биосенсора биохимической потребности 
в кислороде.

Саратовский микробиологи из Противочумного института (Комиссаров А.В. и др.) предложили новую схему 
лиофилизации иммуноглобулинов диагностических флуоресцирующих чумных на современном оборудовании.

Группой сотрудников Алтайского государственного медицинского университета (Прокопьев В.В., Эпп Е.В., 
Карабасова Е.Б.) проведена оценка уреазной активности редких дрожжей кишечника человека с целью определения 
значимости этого фермента в патогенезе микозов.

В заключительной работе К.С. Гумаюновой и др. (Саратов) рассмотрено влияние различных композиций 
протективных сред на качество целевого продукта – двух холерных бактериофагов, входящих в состав препарата 
для диагностики холеры. 

Главный редактор, 
президент Общества биотехнологов России, 
профессор Р.Г. ВАСИЛОВ
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 616.98:579.842.23

АНАЛИЗ МОЛЕКУЛЯРНО-ГЕНЕТИЧЕСКИХ ОСОБЕННОСТЕЙ  
И ПРОТЕКТИВНОГО ПОТЕНЦИАЛА АТТЕНУИРОВАННЫХ ШТАММОВ 

ЧУМНОГО МИКРОБА

А.А. БУДАНОВА*, С.Н. КЛЮЕВА, Я.М. КРАСНОВ, С.А. БУГОРКОВА 

ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов

Применяемая более 80 лет на территории России и ряда стран бывшего СССР вакцина живая чумная на основе вак-
цинного штамма Yersinia pestis EV НИИЭГ является первым поколением живых вакцин. Экспертной группой ВОЗ обозначен 
целевой профиль разрабатываемых вакцин против чумы, исходя из возможного сценария использования препарата. Поэтому 
интерес к живым вакцинам сохраняется, а современные достижения молекулярной генетики, биотехнологии открывают но-
вые возможности и эффективные подходы к подбору штаммов-кандидатов в вакцины, оценки их протективного потенциала 
и безопасности. Цель исследования заключалась в проведении молекулярно-генетических исследований аттенуированных 
штаммов чумного микроба и установлении перспективных генетических мишеней, белковые продукты которых потенциально 
могут оказывать влияние на иммуногенные, протективные или вирулентные свойства изученных штаммов, а также в оценке 
протективных свойств изучаемых аттенуированных штаммов чумного микроба. Для штаммов со сниженной вирулентностью 
установлены мутации в генах, ассоциированных с системами транспорта биомолекул, поверхностными структурами, в генах 
домашнего хозяйства. По результатам исследования протективных свойств показано, что средняя иммунизирующая доза 
(ImD50) у беспородных белых мышей при использовании штамма Y. pestis 774-К2 была в 1,4 раза ниже, чем у Y. pestis EV 
НИИЭГ, и в 1,6 раза ниже, чем Y. pestis 1217М, что коррелировало с показателями средней продолжительности жизни 
иммунизированных животных (СПЖ).

Ключевые слова: чума, живая чумная вакцина, биоинформационный анализ, протективность, иммуногенность.

© 2024 г. Буданова А.А., Клюева С.Н., Краснов Я.М.,  
Бугоркова С.А.
* Автор для переписки:
Буданова Ангелина Андреевна
к.б.н., с.н.с. отдела иммунологии ФКУН Российский противо-
чумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов, Россия, 
E-mail: anglinca@mail.ru.

Введение

Глобальная консультация по вакцинам против чумы, 
прошедшая 12 октября 2023 г. под эгидой Всемирной ор-
ганизации здравоохранения (ВОЗ), определила приори-
теты в вопросах разработки вакцин против этой инфекции 
[19]. Создание противочумных вакцин нового поколения 
не представляется возможным без привлечения совре-
менных генно-инженерных технологий. Исследования, 
направленные на разработку средств для специфической 
профилактики чумы, в настоящее время ведутся по не-
скольким направлениям, в основе которых лежат как 
работы, связанные с применением современных методов 
аттенуации вирулентных штаммов Yersinia pestis, созда-
нием субъединичных вакцин, так и конструированием 
векторных противочумных вакцин и ДНК-вакцин. Не-

сомненным преимуществом живых вакцин является спо-
собность активировать как клеточное, так и гуморальное 
звенья иммунитета. Данные препараты характеризуются 
относительно дешевым производством и простотой при-
менения. Аттенуация вирулентных штаммов достигается за 
счет многократных пассажей на питательных средах, как, 
например, вакцинный штамм чумного микроба EV76, по-
лученный в Институте Пастера в Антананариву [11], или 
с применением современных методов генной инженерии и 
технологии редактирования геномов [5, 13].

Проведение сравнительного анализа близко-
родственных вирулентных и авирулентных штаммов 
микроорганизмов на уровне геномов, транскриптомов и/
или протеомов лежит в основе поиска новых факторов 
патогенности – потенциальных молекулярных мишеней, 
применение которых целесообразно при разработке 
препаратов для этиотропного лечения, вакцинопрофи-
лактики и иммунотерапии инфекционных болезней [1, 
8]. Ранее было высказано предположение о том, что 
уровень экспрессии отдельных генов оказывает влияние 
на проявление вирулентных свойств разных штаммов 
чумного микроба [7]. В этой связи особые надежды на 
реализацию задач, обозначенных экспертной группой 
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ВОЗ по разработке вакцин против чумы, связаны с эф-
фективным применением возможностей полногеномного 
секвенирования природных авирулентных и аттенуиро-
ванных штаммов чумного микроба для поиска кандидатов 
в вакцины [19].

Таким образом, целью настоящей работы были 
проведение молекулярно-генетических исследований 
аттенуированных штаммов чумного микроба и установ-
ление перспективных генетических мишеней, белковые 
продукты которых потенциально могут оказывать вли-

яние на иммуногенные, протективные или вирулентные 
свойства изученных штаммов, а также оценка протек-
тивных свойств изучаемых аттенуированных штаммов 
чумного микроба.

Материалы и методы

Используемые в работе штаммы Y. pestis
Изучаемые в работе штаммы чумного микроба 

представлены в таблице 1.

Таблица 1 
Характеристика используемых в работе штаммов чумного микроба

Паспортное название штамма Вид, подвид Природный очаг, территория выделения, год Генетическая 
характеристика штамма

Yersinia pestis 774-K2 Yersinia pestis
Северо-Западные Кызылкумы 

Кызылкумского автономного очага чумы 
(Республика Узбекистан), 1951 г.

Pgm-, pFra+, pCad+, pPst+

Y. pestis 1217 М Yersinia pestis Природный очаг Северо-Западного 
Прикаспия, 1972 г. Pgm-, pFra+, pCad+, pPst+

Y. pestis EV линии НИИЭГ Yersinia pestis - Pgm-, pFra+, pCad+, pPst+

Y. pestis 231 (708) Yersinia pestis Аксайский высокогорный очаг (Киргизия), 
1947 г. Pgm+, pFra+, pCad+, pPst+

Все использованные в работе штаммы чумного 
микроба были получены из Государственной коллекции 
патогенных бактерий ФКУН Российский противочум-
ный институт «Микроб» Роспотребнадзора, где они 
хранились в лиофилизованном состоянии.

Для культивирования возбудителей чумы исполь-
зовали среду LB agar (Sigma-Aldrich, USA); агар Хот-
тингера рН 7,2±0,1 (производство ФКУН Российский 
противочумный институт «Микроб»). Культивирование 
микроорганизмов осуществлялось при температуре 28 °С.

Молекулярно-генетические методы исследо-
вания 

Подготовку и обеззараживание материала для 
последующего проведения молекулярно-генетических 
исследований проводили в соответствии с МУ 1.3.2569-
09 «Организация работы лабораторий, использующих 
методы амплификации нуклеиновых кислот при работе 
с материалом, содержащим микроорганизмы I–IV групп 
патогенности». Пробы обеззараживались добавлением 
к бактериальной взвеси мертиолята натрия до конечной 
концентрации 1:10000, после чего проводилось прогре-
вание проб при 56 °C в течение 30 мин.

Выделение тотальной ДНК осуществляли методом 
фенол-хлороформной экстракции.

Полногеномное секвенирование осуществляли на 
генетическом анализаторе «Ion S5» (Ion Torrent, Life 

technologies, США) с использованием стандартных про-
токолов подготовки проб с применением коммерческих 
наборов, рекомендованных фирмой-производителем. 

Сборку геномов осуществляли с применением 
программы Unicycler, параметры сборки контигов были 
оптимизированы для получения высоких значений N50. 
Анализ крупных генетических перестроек выполняли 
с применением метода множественного выравнивания 
в программе Mauve v. 2.4.0 [12]. Для сравнительного 
анализа и визуализации полученных данных применяли 
программное обеспечение Snippy 4.6.0, UGENE Unipro 
и MEGA 6.0.

С применением базы данных UniProt (https://
www.uniprot.org) исследованы структурно-функцио-
нальные свойства белковых продуктов генов, изменения 
нуклеотидных последовательностей которых носили не-
синонимичный характер.

Оценка иммунизирующей дозы (ImD50), за-
щищающей 50% иммунизированных авирулентными 
штаммами животных

Штаммы Y. pestis выращивали на агаре Хоттинге-
ра (рН 7,2) в течение 48 ч при 28 ±1 °С. Взвеси Y. pestis 
с концентрацией 109 КОЕ готовили в 0,9%-ном растворе 
натрия хлорида рН 7,2 по стандартному образцу мутно-
сти ОСО 42-28-59-85П. Методом последовательных 
разведений доводили концентрацию клеток до 1×103 
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КОЕ. Фактическое содержание микробных клеток в 
0,1 мл взвеси контролировали путем высева на 3 чашки 
Петри с агаром Хоттингера. 

Эксперименты проводили на беспородных белых 
мышах массой 18,0±2,0 г, полученных из отдела экспе-
риментальных животных с виварием ФКУН Российский 
научно-исследовательский противочумный институт 
«Микроб». Протокол исследований одобрен Комиссией 
по биоэтике при ФКУН Российский научно-исследова-
тельский противочумный институт «Микроб» (протокол 
№ 1 от 27.01.2021 г.).

Беспородных белых мышей (по 10 особей на каж-
дую иммунизирующую дозу) иммунизировали подкожно 
2-суточными агаровыми культурами Y. pestis 1217 М, 
Y. pestis 774-К2 и Y. pestis EV НИИЭГ подкожным 
способом в четырех дозах 2×102, 1×103, 5×103, 2,5×104 
КОЕ в объеме 0,2 мл. На 21-е сутки после иммунизации 
всех животных заражали культурой вирулентного штамма 
основного подвида Y. рestis 231 (708) в дозе 400 ЛД50 в 
объеме 0,2 мл подкожно в область внутренней поверх-
ности бедра. Наблюдения за зараженными животными 
велись в течение 20 суток. Определяли величины ImD50, 
а также определяли величину средней продолжитель-
ности жизни (СПЖ) павших животных.

Величину ImD50 расcчитывали по методу Кербера 
в модификации И.П. Ашмарина и А.А. Воробьева [2] 
по формуле:

	 lg LD50 (ImD50) = lg DN – Δ (∑ Li – 0,5), где	 (1)

DN – максимальная величина дозы; 
N – общее число испытанных доз; 
∑ Li – сумма значений Li, найденных для всех 

испытанных доз; 
Δ – логарифм кратности испытанных разведений.

Результаты и обсуждение

Анализ данных полногеномного секвенирования 
штаммов чумного микроба, перспективных в качестве 
кандидатов в вакцинные

Был осуществлен сравнительный анализ данных 
полногеномного секвенирования штаммов Y. pestis 774-
К2 и Y. pestis 1217M, в 1970-х годах предлагаемых 
в качестве кандидатов в живую вакцину и изученных 
всеми доступными на тот момент методами с целью 
выявления особенностей структурной организации их 
геномов и установления дополнительных генетических 
мишеней, продукты которых обладают иммуногенным 
и протективным потенциалом.

В результате сборки геномов двух штаммов 
Y. pestis число контигов в полученных последовательно-
стях составило, соответственно, 234 (Y. pestis 774-К2) 
и 210 (Y. pestis 1217 М). Размер собранного генома 
штамма Y. pestis 774-К2 – 4466833 п.н. (N50=39348), 
штамма Y. pestis 1217 М – 4475056 п.н. (48502). Со-
держание GC-состава штамма Y. pestis 774-К2 составило 
48,79%, для штамма Y. pestis 1217 М данный показатель 
составил 48,54%, что несколько выше среднего GC-
состава генома штамма Y. pestis EV НИИЭГ (47,57%).

В связи с тем, что в качестве одного из основных 
признаков, указывающих на авирулентность вакцинно-
го кандидата, является наличие протяженной делеции 
хромосомного локуса pgm размером 102 тыс.п.н., вклю-
чающего остров высокой патогенности HPI, в состав 
которого входят гены сидерофорзависимой системы 
утилизации железа и hms (hemin storage) локус [6, 9], 
на первом этапе анализа было установлено наличие/от-
сутствие хромосомного локуса pgm у изучаемых штаммов. 
По результатам проведенного полногеномного секве-
нирования установлено наличие делеции хромосомного 
локуса pgm как у штамма Yersinia pestis 774-K2, так и у 
Y. pestis 1217 М, что, по аналогии с Y. pestis EV, позво-
ляет рассматривать анализируемые штаммы в качестве 
основы для создания вакцинного кандидата.

В многочисленных работах отечественных и за-
рубежных авторов особое внимание отводится изучению 
иммуногенного и протективного потенциала аттенуи-
рованных штаммов чумного микроба, не относящихся 
к изогенным с Yersinia pestis EV линии НИИЭГ [4, 
10]. Подобный подход нацелен на разработку методов, 
применение которых будет приводить к снижению 
реактогенности целевого препарата с сохранением его 
иммуногенного потенциала.

Вакцинный штамм Yersinia pestis EV линии НИ-
ИЭГ по ряду биохимических признаков относится к 
восточному биовару. Характерной генетической «мет-
кой» штаммов, принадлежащих к восточному биовару, 
является наличие делеции в 93 п.н. в гене glpD глицерол-
3-фосфатдегидрогеназы [17]. По результатам полноге-
номного секвенирования установлено наличие интактного 
гена glpD глицерол-3-фосфатдегидрогеназы у штаммов 
Yersinia pestis 774-K2 и Y. pestis 1217 М (рис. 1). 

На основании анализа структуры гена оротатфос-
форибозилтрансферазы pyrE, представляющего собой 
горячую точку мутаций для штаммов Y. pestis EV [11], 
установлено отсутствие маркерной делеции 6 п.н., рас-
положенной на 3’-конце гена у штаммов Yersinia pestis 
774-K2 и Y. pestis 1217 М (рис. 2).
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Рис. 1. Сравнение маркерного участка гена glpD исследуемых штаммов

Рис. 2. Сравнение маркерного участка гена pyrE исследуемых штаммов

В ходе проведения сравнительного анализа данных 
полногеномного секвенирования вакцинного штамма 
Y. pestis EV линии НИИЭГ и аттенуированных штаммов 
Y. pestis 1217M и Y. pestis 774-К2 в структурах ука-
занных геномов нами не было обнаружено уникальных 
областей. Анализ нуклеотидных последовательностей 
исследуемых штаммов позволил установить отсутствие 
изменений в структуре генов, ответственных за про-
дукцию и функционирование основных известных в 
настоящее время иммуногенных белков. Однако по 
результатам анализа с применением программного обе-
спечения Snippy4.6.0, UGENE Unipro и MEGA 5.0 
были отобраны гены, в структуре которых были отмечены 
изменения. Для штамма Y. pestis 1217M изменения были 
показаны в структуре 330 генов, для штамма Y. pestis 
774-К2 – в структуре 266 генов.

Внутри представленных выборок большая часть 
принадлежала генам, для которых были определены 

продукты (рис. 3). Так, у штамма Y. pestis 774-К2 
мутации были отмечены в структуре 179 генов, что со-
ставило 67% от общего числа исследуемых генов; для 
штамма Y. pestis 1217M изменениями были затронуты 
210 генов (63,6%), белковые продукты которых были 
определены. На долю SNP приходилась большая 
часть мутаций среди изменений, отмеченных в генах, 
кодирующих белки (53%). Среди представленных по-
следовательностей для обоих штаммов отмечены гены, 
ассоциированные с системами транспорта биомолекул, 
поверхностными структурами, а также гены домашнего 
хозяйства. Гены, кодирующие гипотетические белки, 
составили 1,5% (Y. pestis 774-К2) и 2,1% (Y. pestis 
1217M) среди исследуемых выборок соответственно. 
Изменения в межгенных областях составили 31,5% от 
общего числа исследуемых последовательностей для 
штамма Y. pestis 774-К2 и 34,2% для штамма Y. pestis 
1217M.

Рис. 3. Особенности структурной организации геномов штаммов Y. pestis 774-К2 и Y. pestis 1217M

А.А. Буданова и др., с. 6–14
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Анализ структурно-функциональных свойств бел-
ковых продуктов генов штаммов Yersinia pestis 774-K2, 
так и у Y. pestis 1217 М, замены единичных нуклеотидов 
в последовательности которых носили несинонимичный 
характер, осуществляли с применением универсального 
белкового ресурса UniProt (https://www.uniprot.org/), 

представляющего собой открытую бесплатную базу 
данных аминокислотных последовательностей белков и 
содержащего обширную информацию о функциях бел-
ковых молекул, их доменной организации, субклеточной 
локализации, а также их посттрансляционных модифи-
кациях (рис. 4).

Рис. 4. Распределение выявленных несинонимичных единичных мутаций  
в геноме штамма Y. pestis 1217M и Y. pestis 774-K2

Среди генов, в структуре которых выявлены из-
менения, у штамма Y. pestis 1217M присутствуют гены 
компонентов ABC-транспортной системы железа (в том 
числе АТФ-связывающего белка, пермеаз транспортера 
железа ABC и субстрат-связывающих белков), а также 
TonB-зависимого рецептора сидерофоров (данные не 
представлены). Особый интерес представляют гены, 
задействованные в синтезе и транспорте липополисаха-
ридных звеньев на поверхность бактериальной клетки 
(таких как fepE, rfbH), в том числе генов, регулирующих 
длину цепи ЛПС, а также генов, ассоциированных с об-
разованием биопленки.

Для штамма Y. pestis 774-К2 отмечены изменения 
в генах регуляторов транскрипции, главным образом 
семейства MarR, гомологи которого задействованы в 
регуляции активности генов, участвующих в вирулент-
ности, устойчивости к антибиотикам, в стрессовых 
ответах или катаболизме ароматических соединений, 
регулируя тем самым пути, имеющие решающее значение 
для физиологии бактерий [16]. Также выявлена делеция 
в структуре гена sspA, ортологи которого, по данным 
литературы, влияют на экспрессию генов, участвующих 
в патогенезе [14].

Однако на основании полученных данных нельзя 
сделать однозначное заключение о превосходстве по им-
муногенным и протективным свойствам анализируемых 

штаммов по сравнению с вакцинным штаммом Y. pestis 
EV НИИЭГ.

Определение иммуногенной активности (ImD50)  
аттенуированных штаммов чумного микроба Y. pestis 
774-К2 и Y. pestis 1217 М в сравнении с вакцинным 
штаммом Y. pestis EV НИИЭГ

Проведено исследование протективных свойств 
аттенуированных штаммов чумного микроба Y. pestis 
774-К2 и Y. pestis 1217 М в сравнении с вакцинным 
штаммом Y. pestis EV НИИЭГ.

Установлено, что показатели ImD50, полученные 
при заражении лабораторных животных на 21-е сутки, 
соответствуют требованиям Фармакопейной статьи 
ФС.3.3.1.0022.15 «Вакцина чумная живая, лиофилизат 
для приготовления суспензии для инъекций, накожного 
скарификационного нанесения и ингаляций» и не превы-
шают 4×104 КОЕ для белых мышей. 

При иммунизации беспородных белых мышей 
штаммом Y. pestis 774-К2 регистрировали снижение 
показателя ImD50 по сравнению с введением штаммов 
Y. pestis EV НИИЭГ и Y. pestis 1217М в 1,4 и 2,3 раза 
соответственно (табл. 2). Введение штамма Y. pestis 
1217 биопробным животным приводило к повышению 
показателя ImD50 в 1,6 раза относительно средней им-
мунизирующей дозы, рассчитанной для штамма Y. pestis 
EV НИИЭГ. 
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Таблица 2 
Защитное действие штаммов чумного микроба Y. pestis EV НИИЭГ, Y. pestis 774-К2, Y. pestis 1217 М  

при заражении белых мышей 400 LD50 Y. pestis 231(708) (M±m)

Штамм Иммунизирующая доза, 
КОЕ

Число выживших 
животных/общее 

количество

Средняя продолжительность 
жизни, сутки ImD50, КОЕ

Y. pestis EV НИИЭГ

2×102 4/10 5,8±0,6

1×103
1×103 6/10 5±0,4

5×103 6/10 5±0,7

2,5×104 9/10 6±0,1

Y. pestis 774-К2

2×102 5/10 9,8±2,0*

7×102
1×103 9/10 8±0,1*, **

5×103 5/10 8,6±1,5*, **

2,5×104 7/10 7,6±0,3*, ** 

Y. pestis 1217М

2×102 4/10 6,6±1,5

1,6×103
1×103 7/10 7,3±1,8

5×103 7/10 5,6±0,6

2,5×104 4/10 8±0,4*, ** 

Контроль - 0/10 4,2±0,3 -

Примечание: * – р<0,05 по сравнению с контрольными животными, ** – р<0,05 по сравнению с животными, 
иммунизированными Y. pestis EV НИИЭГ

Средняя продолжительность жизни животных, 
которым вводили Y. pestis 774-К2, увеличивалась в 
среднем на 3 суток (в 1,5 раза), а при введении Y. pestis 
1217 М – на 1,3 суток (в 1,2 раза) по сравнению с вак-
цинным штаммом Y. pestis EV НИИЭГ (8,5 сут, 6,8 
сут, 5,5 сут соответственно) (рис. 5).

Рис. 5. Выживаемость беспородных белых мышей 
при подкожном заражении  вирулентным штаммом  
Y. pestis 231(708) в зависимости от иммунизирующе-
го штамма чумного микроба (Y. pestis EV НИИЭГ, 
Y. pestis 774-К2, Y. pestis 1217 М)

Заключение

Исследованы особенности структурной организа-
ции геномов штаммов Y. pestis 1217M и Y. pestis 774-K2, 
ранее рассматриваемых в качестве кандидатов в вакцин-
ные штаммы, однако не прошедших всех испытаний и 
уступивших Y. pestis EV по иммуногенности (Y. pestis 
1217 М) и по безвредности (Y. pestis 774-К2). Акту-
альной задачей при изучении особенностей структурной 
организации геномов штаммов чумного микроба – кан-
дидатов в вакцинные – становятся не только установ-
ление перспективных генетических мишеней, белковые 
продукты которых обладают как иммуногенным, так и 
протективным потенциалом, но и описание генетических 
мишеней, структурные изменения в которых имеют 
значение при оценке безопасности и вирулентности из-
учаемых штаммов.

Внимание к выбранным для исследования штаммам 
объясняется прежде всего тем фактом, что утрата pgm-
локуса у них произошла независимым путем от штаммов 
линии EV. Данные штаммы не относятся к изогенным с 
Y. pestis EV линии НИИЭГ (на основании наличия ин-
тактного гена glpD (глицерол-3-фосфатдегидрогеназы) 

А.А. Буданова и др., с. 6–14
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и отсутствия маркерной делеции 6 п.н., расположенной 
на 3'-конце гена оротатфосфорибозилтрансферазы pyrE, 
характерной для штаммов Y. pestis EV). 

По результатам проведенного исследования дан-
ных полногеномного секвенирования установлено, что у 
штамма Y. pestis 1217M изменениями был затронут более 
разнообразный спектр белковых продуктов, по сравне-
нию со штаммом Y. pestis 774-К2, большая часть мутаций 
у которого была связана с генами белков-ферментов, а 
также регуляторов транскрипции, что опосредованно 
может влиять на проявление вирулентных свойств.

При анализе данных полногеномного секвенирова-
ния штамма Y. pestis 1217M несинонимичные единичные 
замены обнаружены в генах, продукты которых задей-
ствованы в биосинтезе и транспорте липополисахарида 
(fepE, rfbH). Изменения в функционировании гена fepE, 
согласно данным литературы, приводят к формированию 
укороченных цепей ЛПС, что в конечном итоге выража-
ется в снижении вирулентности патогена и большей до-
ступности бактериальных клеток для фагоцитоза [18, 20], 
в то время как инактивация гена rfbH, задействованного 
в биогенезе О-антигена, обуславливает невозможность 
синтеза функционального ЛПС, что снижает иммуноген-
ность штамма и проявление вирулентных свойств [15].

В то же время для штамма Y. pestis 774-К2 от-
мечены мутации в генах регуляции транскрипции, изме-
нения в функционировании которых косвенным образом 
отражаются как на процессах, запускающихся при воз-
действии стрессовых факторов на микроорганизм, так и 
на его патогенных свойствах.

При изучении протективных свойств аттенуиро-
ванных штаммов чумного микроба Y. pestis 774-К2 и Y. 
pestis 1217 М в сравнении с вакцинным штаммом Y. pestis 
EV НИИЭГ показано, что штамм Y. pestis 774-К2 пре-
восходит по иммуногенности вакцинный штамм Y. pestis 
EV НИИЭГ.

Следовательно, по результатам настоящей ра-
боты установлены мутации в генах, ассоциированных 
с системами транспорта биомолекул, поверхностными 
структурами, а также в генах домашнего хозяйства для 
штаммов со сниженной вирулентностью (Y. pestis 774-К2 
и 1217 М), объясняющие, в определенной степени, низ-
кую иммуногенность (Y. pestis 1217 М) и относительную 
реактогенность (Y. pestis 774-К2). 

Однако, подводя итог представленного иссле-
дования, можно заключить, что несмотря на то, что 
применение методов биоинформационного анализа 
данных становится одним из актуальных направлений 
при конструировании возможных кандидатов в вак-

цинные препараты, анализ in silico не отменяет, а лишь 
дополняет классические методы иммунологии [3], так 
как на основании полученных данных полногеномного 
секвенирования нельзя сделать однозначного заклю-
чения о возможных преимуществах по иммуногенным 
и протективным свойствам анализируемых штаммов 
по сравнению с вакцинным штаммом Y. pestis EV 
НИИЭГ.
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ANALYSIS OF MOLECULAR GENETIC FEATURES AND PROTECTIVE 
POTENTIAL OF ATTENUATED STRAINS OF PLAGUE MICROBES 

A.A. BUDANOVA, S.N. KLYUEVA, Ya.M. KRASNOV, S.A. BUGORKOVA

Russian Anti-Plague Institute «Microbe» Rospotrebnadzor, Saratov

Used for more than 80 years in Russia and a number of countries of the former USSR, the live plague vaccine based on the 
vaccine strain Yersinia pestis EV NIIEG is the first generation of live vaccines. The WHO expert group has outlined the target profile 
of the plague vaccines being developed, based on the possible scenario for using the drug, so interest in live vaccines remains, and 
modern advances in molecular genetics and biotechnology open up new opportunities and effective approaches to the selection of vaccine 
candidate strains and assessment of their protective potential and safety. The purpose of the study was to conduct molecular genetic 
studies of attenuated strains of the plague microbe and to identify promising genetic targets whose protein products could potentially 
influence the immunogenic, protective or virulent properties of the studied strains, as well as to evaluate the protective properties of the 
studied attenuated strains of the plague microbe. For strains with reduced virulence, mutations were identified in genes associated with 
biomolecule transport systems, surface structures, and housekeeping genes. The results of a study of protective properties showed that 
the average immunizing dose (ImD50) in outbred white mice using the Y. pestis 774-K2 strain was 1.4 times lower than that of Y. pestis 
EV NIIEG and 1.6 times lower than Y. pestis 1217M, which correlated with the average life expectancy of immunized animals (ALS).

Keywords: plague, live plague vaccine, bioinformation analysis, protectiveness, immunogenicity.

Address:
Budanova A.A., Ph.D.
senior researcher Department of Immunology Russian Anti-Plague 
Institute «Microbe» Rospotrebnadzor, Saratov, Russia 
E-mail: anglinca@mail.ru.

Для цитирования:
Буданова А.А., Клюева С.Н., Краснов Я.М., Бугоркова С.А. Анализ молекулярно-генетических особенностей  
и протективного потенциала аттенуированных штаммов чумного микроба. Вестник биотехнологии и физико-
химической биологии им. Ю.А. Овчинникова 2024; 20(2):6–14.

For citation:
Budanova A.A., Klyueva S.N., Krasnov Ya.M., Bugorkova S.A. Analysis of molecular genetic features and protective 
potential of attenuated strains of plague microbes. Bulletin of Biotechnology and Physicochemical Biology named after 
Yu.A. Ovchinnikov 2024; 20(2):6–14 (in Russian).



15

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.61:616-078

РАЗРАБОТКА БИОТЕХНОЛОГИИ ПРОИЗВОДСТВА 
ДИАГНОСТИЧЕСКИХ ФЛУОРЕСЦИРУЮЩИХ БРУЦЕЛЛЕЗНЫХ 

ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ЛИОФИЛИЗИРОВАННЫХ

С.А. КУРЧЕВА*, И.В. ЖАРНИКОВА, Е.В. ЖДАНОВА, А.Г. КОШКИДЬКО, 
 Д.В. РУСАНОВА, Д.Г. ПОНОМАРЕНКО, Т.М. ГРИДИНА, Ю.В. БОГДАНОВА

ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Роспотребнадзора, Ставрополь

Цель исследования состояла в разработке биотехнологии производства диагностических флуоресцирующих бру-
целлезных иммуноглобулинов для индикации возбудителя бруцеллеза (Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis) в 
реакции иммунофлуоресценции. При получении водорастворимых антигенных компонентов, применяемых для иммунизации 
животных-продуцентов, использовали производственные штаммы Brucella (B.) abortus 544, B. melitensis 16М, B. suis 1330. 
Выделение иммуноглобулинов проводили сульфатным методом из полученных экспериментальных иммунных бруцеллезных 
сывороток. Диагностические характеристики медицинского изделия для диагностики in vitro установлены в лабораторных 
условиях с применением 11 штаммов Brucella spp. и 5 штаммов гетерологичных микроорганизмов на модельных образцах 
материала. В результате была разработана биотехнология производства диагностических флуоресцирующих бруцеллезных 
иммуноглобулинов. В ходе предварительных испытаний сконструированных экспериментальных серий препарата в реакции 
иммунофлуоресценции на чистых культурах и искусственно контаминированных пробах установлено, что диагностическая 
чувствительность составила не менее 98,0%, диагностическая специфичность – не менее 99%, с доверительной вероят-
ностью 95%. При проведении исследований наблюдалась полная внутрипостановочная, межпостановочная и межсерийная 
воспроизводимость для всех образцов.

Ключевые слова: бруцеллез, Brucella spp., реакция иммунофлуоресценции, иммуноглобулины флуоресцирующие, ме-
дицинские изделия для диагностики in vitro, испытания.
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Введение

Бруцеллез – острое инфекционно-аллергическое 
зоонозное заболевание с высокой потенциальной воз-
можностью перехода в хроническую форму. Возбудитель 
заболевания – микроорганизмы рода Brucella, относя-
щиеся ко II группе патогенности. Эпидемиологически 
важными являются: Brucella melitensis (основной хозяин 
– овцы, козы), Brucella abortus (крупный рогатый скот) 
и Brucella suis I, II и III биовары (свиньи) [18, 21, 23]. Во 
всем мире это – один из самых распространенных зоо-
нозов, и ежегодно регистрируется около 500000 новых 
случаев заболевания. В эндемичных районах бруцеллез-

ная инфекция представляет собой серьезную проблему 
общественного здравоохранения, которая приводит к 
значительной заболеваемости и экономическим потерям 
[14, 15]. Пути и факторы передачи инфекции разно
образны, человек в любом возрасте высоко восприимчив 
к бруцеллезу, и, хотя смертность от бруцеллёза не велика 
(0,1%), заболевание длительное, с неспецифическими 
клиническими признаками, поражает практически все 
органы и системы организма и, как правило, сопровожда-
ется хронизацией инфекционного процесса с нередкой 
последующей инвалидностью больного [17]. Факторами 
риска передачи возбудителя бруцеллеза является контакт 
с инфицированными животными, употребление конта-
минированных бруцеллами продуктов животного про-
исхождения. Заражение людей происходит контактным, 
алиментарным и реже – аэрогенным путем; возможны 
сочетанные пути передачи. Роль человека в передаче 
бруцеллезной инфекции эпидемиологического значения 
не имеет [13].

Метод флуоресцирующих антител (МФА) за-
нимает ведущее место в индикации возбудителей особо 
опасных инфекционных болезней благодаря высокой 
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иммунологической чувствительности в сочетании с точ-
ностью микроскопического анализа. Применение МФА 
для диагностики бруцеллеза и для детекции возбудителя 
в объектах окружающей среды регламентировано методи-
ческими указаниями [7], что подтверждает актуальность 
работ по разработке флуоресцирующих препаратов.

Цель работы – разработка биотехнологии произ-
водства диагностических флуоресцирующих бруцеллез-
ных иммуноглобулинов, предназначенных для индика-
ции эпидемически значимых возбудителей бруцеллеза 
(Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis) в 
реакции иммунофлуоресценции.

Материалы и методы

Для получения водорастворимых антигенных 
компонентов бруцеллезного микроба (Аг), применяемых 
в иммунизации животных-продуцентов, использовали 
производственные штаммы Brucella abortus 544, B. 
melitensis 16М, B. suis 1330.

При контроле специфичности и чувствительности 
флуоресцирующих иммуноглобулинов использовали 11 
штаммов Brucella spp.: B. abortus 19 ВА, 594, 595; 
B. suis 61, 522, 524; B. melitensis Rev-1, 596, 597; B. ovis 
704; B. canis H-966, а также 5 штаммов гетерологич-
ных микроорганизмов, имеющих общие антигенные 
детерминанты с бруцеллами: (Francisella tularensis 15  
НИИЭГ, Yersinia enterocolitica 383, 134, Salmonella 
typhimurium 9640, Escherichia coli 113-3), находя-
щихся в рабочих коллекциях научно-производствен-
ной лаборатории препаратов для диагностики особо 
опасных и других инфекций и лаборатории бруцеллеза 
ФКУЗ Ставропольский противочумный институт Рос
потребнадзора. Штаммы микроорганизмов обладали 
типичными культуральными, морфологическими, тин-
кториальными и другими биологическими свойствами. 
При работе руководствовались санитарными правилами 
и нормами [10].

В опытах использованы 10 кроликов породы 
«Шиншилла» без различий пола, массой 3–3,5 кг в воз-
расте 9±1 мес. Все эксперименты с животными выпол-
нялись в соответствии с законодательством Российской 
Федерации [3, 4].

Водорастворимые антигенные компоненты бру-
целлезного микроба, используемые в иммунизации, 
получали, объединив такие методики, как сульфатное 
осаждение, ультразвуковая и механическая дезинте-
грация обеззараженных охлажденным до минус 40 °С 
двойным объемом ацетона и проверенных на стериль-

ность микробных масс производственных штаммов 
Brucella [2]. 

Для получения бруцеллезной иммунной сыворотки 
применяли разработанную нами схему иммунизации с 
тималином и эндоксаном [1].

При выделении иммуноглобулинов применяли: 
сульфатный метод [6]; метод фракционирования бел-
ковых смесей с использованием высокомолекулярного, 
незаряженного, линейного полимера – полиэтиленгли-
коля (ПЭГ-6000) по A. Polson et al. [20]; метод вы-
деления каприловой (октановой) кислотой, описанный 
M. Steibuch, R. Audran [22].

Для количественного определения белка в водных 
растворах использовали метод, основанный на измерении 
оптической плотности (ОП) при двух длинах волн – 280 
и 260 нм. Концентрация белка в растворе бруцеллезных 
иммуноглобулинов составляла 25±5 мг/мл.

Постановку реакции иммунодиффузии (РИД), 
для контроля специфической активности иммуноглобу-
линов, проводили по методу O. Ouchterlony в чашках 
Петри в 1%-ном агаровом геле «Дифко» [19]. Титр 
иммуноглобулинов в преципитации против бруцеллезного 
антигена – 1:16.

Конъюгацию с флуоресцеин-5-изотиоцианатом 
(ФИТЦ) осуществляли по методу Stortz H. (1987), 
варьируя изучаемые параметры. Контроль молярного 
соотношения ФИТЦ/белок проводили спектрофото-
метрически при двух длинах волн: 280 нм (максимум 
светопоглощения белка) и 495 нм (максимум светопо-
глощения ФИТЦ) в соответствии с ФС [12].

Для установления срока годности использовали 
регламентированные нормативными документами методы 
[5, 8].

Постановку реакции иммунофлуоресценции про-
водили в соответствии с разработанной инструкцией к 
препарату. Анализ включает в себя три этапа: подготовку 
исследуемых образцов, проведение реакции иммунофлу-
оресценции (РИФ) и учет результатов.

Подготовка мазков бактериальных культур 
для РИФ

Ампулы с лиофилизированными культурами 
бруцелл и гетерологичных микроорганизмов вскрывали 
и вносили по 1,0 мл 0,9%-ного стерильного раствора 
натрия хлорида. После растворения микробные взвеси 
штаммов B. abortus 19 ВА, 594, 595; B. suis 61, 522, 
524; B. melitensis Rev-1, 596, 597; B. ovis 704, B. canis 
H-966 по 0,1-0,2 мл пересевали на две пробирки с 5,0 
мл скошенного агара Альбими. Инкубировали в тече-
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ние 48 ч при температуре 37±1 °С. После проверки 
культуры на чистоту ее пересевали и инкубировали в 
течение 48 ч при температуре 37±1 °С. Микробные 
взвеси Y.  enterocolitica, E. coli, S. typhimurium после 
растворения засевали по 0,1 мл в пробирки с 5 мл бу-
льона Хоттингера рН 7,2±0,1. Затем производили по-
сев на чашки Петри: с агаром Хоттингера рН 7,2±0,1 
– Y. enterocolitica инкубировали 24 ч при температуре 
28±1 °С; с агаром Хоттингера рН 7,2±0,1 – E. coli, 
S.  typhimurium инкубировали в течение 24–48 ч при 
температуре 37±1  °С. Микробные взвеси F. tularensis 
после растворения засевали на чашки Петри с FT-агаром 
и инкубировали в течение 24–48 ч при температуре 
37±1 °С.

Из выросших культур готовили суспензии в 2 мл 
0,9%-ного раствора натрия хлорида по отраслевому стан-
дартному образцу (ОСО) мутности бактериальных взве-
сей 10 МЕ (ОСО 42-28-85) (ФГБУ «НЦЭСМП» 
Минздрава России), до конечной концентрации 1,0×108 
м.к./мл. Из полученных взвесей готовили мазки на чи-
стых тонких предметных стеклах. 

Для подготовки имитированных проб клиниче-
ского материала и контаминированных пищевых про-
дуктов были использованы по одному штамму каждого 
вида Brucella spp. (B. abortus 19 ВА, B.  melitensis 
Rev-1, B. suis 61, B. canis H-966, B. ovis 704), а также 
Y. enterocolitica 383 серовар О9, так как антигенные 
O-цепочки полисахаридов B. abortus и Y. enterocolitica 
серовара О9 имеют идентичную структуру, что опре-
деляет перекресты серологических реакций [16].

Подготовка мазков клинического материала 
для РИФ

Бактериальные суспензии разводили 0,9%-ным 
раствором натрия хлорида до конечной концентрации 
1,0×109 м.к./мл и добавляли по 0,1 мл в 6 пробирок, 
содержащих 0,9 мл крови, и 6 пробирок, содержащих 
0,9 мл сыворотки крови. Подготовленные пробы крови 
и сыворотки крови в количестве 1 мл засевали в 4 мл 
бульона Альбими и инкубировали 72 ч при температуре 
37±1 °С. Затем готовили мазки на чистых тонких пред-
метных стеклах.

Подготовка мазков из пищевых продуктов для 
РИФ

Пробы цельного молока в объеме 0,9 мл пере-
носили в 6 микроцентрифужных пробирок объемом 1,5 
мл, затем вносили по 0,1 мл бактериальных суспензий, 
разведенных 0,9%-ным раствором натрия хлорида до 

конечной концентрации 1,0×109 м.к./мл. Пробирки 
центрифугировали в течение 15 мин при 3000 об/мин, 
отбирали надосадочную жидкость. Из осадка готовили 
мазки на чистых тонких предметных стеклах. 

Пробы рассольного сыра массой 1,0 г растирали в 
фарфоровой ступке с добавлением стерильного кварце-
вого песка с 9,0 мл 0,9%-ного раствора натрия хлорида. 
Используя пипетку через небольшой стерильный ватный 
тампон, отсасывали полученную суспензию и переносили 
по 0,9 мл в пробирки. Затем вносили по 0,1 мл бакте-
риальных суспензий, разведенных 0,9%-ным раство-
ром натрия хлорида до конечной концентрации 1,0×108  
м.к./мл. Из подготовленных проб готовили мазки на 
чистых тонких предметных стеклах. 

Подготовка препарата
Содержимое одной ампулы растворяли в 0,5 мл 

дистиллированной воды в течение одной минуты при 
встряхивании. После полного ресуспендирования гото-
вили рабочее разведение препарата, используя фосфатно-
солевой буфер рН 7,2–7,4.

Проведение РИФ
На поверхность фиксированного и высушенного 

исследуемого мазка, помещенного в чашку Петри с 
кусочком смоченной в воде ваты, полуавтоматическим 
дозатором наносили по капле рабочего разведения препа-
рата. Инкубацию проводили в течение 30 минут при тем-
пературе 37±1 °С. Остатки препарата удаляли простым 
стряхиванием в емкость для использованных растворов. 
Мазки дважды промывали в стакане с дистиллированной 
водой и тщательно высушивали на воздухе.

Регистрация результатов
Микроскопию мазков осуществляли на люминес-

центном микроскопе при длине волны 400–440 нм под 
иммерсионным объективом, применяя иммерсионное 
нефлуоресцирующее масло.

Учет результатов
Для оценки интенсивности специфического све-

чения бактериальной клетки использовали четырехкре-
стовую систему.

За положительный результат принимали специ
фическое свечение не менее трех микробных клеток с 
яркостью на 3–4 креста (яркая или очень яркая флуорес-
ценция зеленовато-желтого цвета с четко выраженным 
ободком по периферии бактериальной клетки с темным 
центром), которое наблюдалось у возбудителей бруцел-

С.А. Курчева и др., с. 15–24
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леза. Заметную, но слабую равномерную флуоресценцию 
микробной клетки без ободков на 1–2 креста не учиты-
вают – такое свечение считают неспецифическим.

Статистическую обработку результатов проводили 
в соответствии с «Методическими рекомендациями по 
порядку проведения экспертизы качества, эффективно-
сти и безопасности медицинских изделий», утвержден-
ными ФГБУ «ЦМиКЭЭ» Росздравнадзора и ФГБУ 
«ВНИИИМТ» Росздравнадзора 24.08.2018 г., при-
ложение В. Статистическую достоверность полученных 
результатов испытаний оценивали в зависимости от числа 
параллельных опытов при доверительной вероятности 
95%, используя формулу биноминального распределения 
Бернулли.

Результаты и обсуждение

Для реализации поставленной цели была разра-
ботана биотехнология получения иммунной бруцеллез-
ной сыворотки с высокой специфической активностью 
и специфичностью (схема представлена в таблице 1). 
Иммунизацию проводили с использованием водораство-
римых антигенных компонентов бруцеллезного микро-
ба. Одномоментно внутримышечно вводили тималин, 
а в третью инъекцию дополнительно внутримышечно 
– эндоксан. На 7-й день после последней инъекции 
проводили пробное взятие крови: титры специфических 
антител в полученных сыворотках, оцененные в РНИФ 
на мазках возбудителя бруцеллеза, были не ниже 1:400.

Таблица 1 
Схема иммунизации кролика (массой 3 кг) для получения иммунной сыворотки  

против возбудителя бруцеллеза

№ 
инъек-

ции

Интервал между 
инъекциями, сут.

Аг
Иммуномодуляторы

Тималин Эндоксан
количество,  

мг
способ  

введения
количество,  

г
способ  

введения
количество,  

г
способ  

введения
1 - 1,0 внутривенно 0,005 внутримышечно - -
2 3 1,25 То же 0,005 То же - -
3 3 1,5 То же 0,005 То же 0,1 внутримышечно
4 3 2,0 То же 0,005 То же - -
5 3 3,0 То же 0,005 То же - -
6 3 3,0 То же 0,005 То же - -
7 3 3,0 То же 0,005 То же - -
8 3 3,0 То же 0,005 То же - -
9 3 3,0 То же 0,005 То же - -
10 3 3,0 То же 0,005 То же - -

Такая оптимальная комбинация иммуногенов и 
препаратов, используемых в качестве иммуномодулято-
ров, привела к суммированию их иммуностимулирующего 
эффекта.

Сравнительную оценку методов выделения им-
муноглобулинов осуществляли по следующим параме-

трам: титрам исходных иммунных сывороток (РИД и 
НРИФ), титрам выделенных иммуноглобулинов (РИД 
и НРИФ), времени выделения иммуноглобулинов (в 
сутках), отношению выхода белка к исходной сыворотке 
(%), чистоте иммуноглобулиновой фракции в электро-
форезе (табл. 2).

Таблица 2 
Сравнительная оценка методов выделения иммуноглобулинов из бруцеллезных иммунных сывороток

Метод выделения
Титр исходной  

сыворотки
Титр  

иммуноглобулинов

Время, затрачен
ное на выделение 

иммуногло
булинов (сутки)

Отношение 
выхода белка к 
исходной сыво-

ротке, %

Контроль Ig в элек
трофорезе в агаровом 

геле
РИД НРИФ РИД НРИФ

Сульфатный

1:64 1:1600

1:32 1:400 4 26 Образует 3 полосы
ПЭГ 1:32 1:400 4 28 Образует 1 полосу

Каприловой  
кислотой 1:32 1:800 2 30 Образует 1 полосу
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При проведении электрофореза в агаровом геле 
были подготовлены образцы иммуноглобулинов, полу-
ченных различными методами. Обнаружена наиболее 
чистая фракция IgG в образцах, выделенных с помощью 
каприлового метода. Образцы, выделенные сульфатным 
методом, образуют три фракции: IgG, альбумин и при-
меси. Следовательно, осаждение сульфатом аммония 
необходимо проводить четыре-пять раз, только тогда 
можно добиться более полной очистки препарата.

Каждый из методов выделения иммуноглобулинов 
имеет свои преимущества и недостатки. Преимуществами 
всех перечисленных методов является то, что выделение 
можно проводить при комнатной температуре и опасность 
денатурации белка незначительная. Недостатки метода 
выделения ПЭГ – сложный путь удаления ПЭГ из 
растворов белков. Преимущества выделения иммуногло-
булинов с помощью каприловой кислоты заключаются 
в быстроте выделения и получении наиболее чистой 
фракции IgG. При использовании этого метода в пре-
ципитате обнаруживается до 85% IgG с незначительным 
содержанием балластных белков. Достоинством выделе-
ния иммуноглобулинов сернокислым аммонием является 
возможность длительного их хранения (несколько лет) в 
данном растворе без потери специфической активности. 
Недостатки – наличие примесей и длительное освобож-
дение от ионов аммония.

Опираясь на полученные результаты, в дальней-
шей работе использовали иммуноглобулины, фракцио-
нированные каприловой кислотой.

Были определены оптимальные параметры 
конъюгации иммуноглобулинов с ФИТЦ. Ранее было 
установлено, что наилучшими показателями рН для при-
соединения флуоресцентного красителя к белку являются 
значения 8,5–9,0 [11]. В связи с этим важны контроль 
показателя рН и проведение его корректировки в пер-
вые минуты после добавления ФИТЦ, а также через 
30 минут. Краситель добавляли медленно к раствору 
белка при постоянном перемешивании, поддерживая 
значения рН в эксперименте от 8,5 до 9,5, с шагом 0,5. 
Использовали также различные соотношения красителя 
к белку (от 1/30 до 1/60, с шагом 10). Время инкубации 
в экспериментах – 1; 2; 4 и 6 ч при различных условиях 
окружающей среды: условия холодильника 4±1 °С, 
комнатная температура 22±2 °С и с использованием тер-
мостата 37±1 °С. Конъюгацию проводили на магнитной 
мешалке при постоянном перемешивании. Освобождение 
конъюгата от избытка компонентов реакции осущест-
вляли методом гель-фильтрации (сефадекс G-50) на 
хроматографической колонке. 

В результате экспериментальных исследований 
были изготовлены иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие бруцеллезные с применением оп-
тимальных условий: использование иммуноглобулинов 
класса G, выделенных каприловой кислотой; значение 
рН реакционной смеси – 9,5; соотношение ФИТЦ/бе-
лок – 1/50; комнатная температура инкубации 22±2 °С 
в течение четырех часов. 

Оптимальной концентрацией белка полученных 
флуоресцирующих иммуноглобулинов является 10±1 
мг/мл, молярное соотношение флуорохром/белок – 
6,0±2,5.

Считается, что жидкая форма наиболее экономич-
на и удобна для использования потребителем; однако 
жидким формам иммуноглобулинов присущи существен-
ные недостатки: меньшая стабильность и возможное 
снижение титров специфических антител во время дли-
тельного хранения, опасность образования фрагментов и 
агрегатов. С целью стабилизации качественных характе-
ристик изготовленный препарат лиофилизировали, для 
этого его разливали по ампулам (по 0,5 мл в ампуле), 
замораживали в морозильной камере в течение 16–18 
часов при температуре минус 40 °С и высушивали в 
лиофильной установке.

Изготовленный по данной технологии препарат 
представлял собой пористую массу оранжевого цвета, 
уплотненную в таблетку, и характеризовался хорошей 
растворимостью в течение одной минуты. После раство-
рения – опалесцирующая жидкость желто-оранжевого 
цвета. Потеря в массе при высушивании не превышала 
3,0% (контроль проводили весовым методом) [9], рН 
9,5, содержание белка 1,0±0,1%, молярное соотношение 
ФИТЦ/белок 6,0±2,5. Активность приготовленных 
флуоресцирующих иммуноглобулинов всех эксперимен-
тальных серий характеризовалась красящим титром, 
равным разведению не менее 1:16, что подтверждает 
соответствие основным требованиям, предъявляемым к 
подобным препаратам.

Для оценки эффективности разработанного пре-
парата были проведены межлабораторные испытания 
трех экспериментальных серий.

Так как возбудитель бруцеллеза относится ко II 
группе патогенности, клинико-лабораторные испытания 
иммуноглобулинов диагностических флуоресцирующих 
бруцеллезных лиофилизированных проводили в лабора-
торных условиях с применением музейных тест-штаммов 
патогенных микроорганизмов.

В соответствии с МУК 3.1.7.3402-16 наличие 
возбудителя бруцеллёза наиболее вероятно в клини-
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ческом материале (кровь, сыворотка крови) и пробах 
пищевых продуктов животного происхождения (молоко, 
рассольные сыры). Вследствие этого материал был ис-
кусственно контаминирован культурами музейных тест-
штаммов возбудителей бруцеллеза по одному каждого 
вида (B. melitensis, B. abortus, B. suis), другими видами 
бруцелл (B.ovis, B. canis) и одним из гетерологичных 
микроорганизмов (Y. enterocolitica) до конечной концен-
трации 1,0×108 м.к./мл. Также в качестве исследуемого 
материала использовали пробы чистых культур микро-
организмов (бактериальные суспензии представленных 
выше штаммов Brucella spp. и гетерологичных микро-
организмов: F. tularensis 15 НИИЭГ, Y. enterocolitica 
383, S. typhimurium 9640, E. coli 113-3 в концентрации 
1,0×108 м.к./мл).

За положительный результат принимали специ
фическое свечение не менее трех микробных клеток с 
яркостью на 3–4 креста.

Для оценки внутрилабораторной и межлабора-
торной сходимости результатов подготовленные мазки 
исследовали три специалиста двух лабораторий. Для 

определения межсерийной воспроизводимости все пробы 
исследовали тремя подготовленными экспериментальны-
ми сериями препарата.

При проведении предварительных межлабора-
торных испытаний исследовали 189 положительных 
проб, в том числе: 81 проба бактериальных суспензий 
микроорганизмов, 54 пробы искусственно контами-
нированного клинического материала и 54 пробы ис-
кусственно контаминированных пищевых продуктов 
животного происхождения, содержащих возбудитель 
бруцеллеза (Brucella melitensis, Brucella abortus, 
Brucella suis) в концентрации 1×108 м.к./мл (получен 
положительный результат – в 185 случаях) (табл. 3), 
а также 171 отрицательная проба (63 пробы бактери-
альных суспензий микроорганизмов, 54 пробы искус-
ственно контаминированного клинического материала 
и 54 пробы искусственно контаминированных пищевых 
продуктов животного происхождения), содержащих 
близкородственные микроорганизмы (Brucella ovis, 
Brucella canis) и гетерологичные микроорганизмы – 
получен отрицательный ответ в 171 случаях (табл. 4).

Таблица 3
Результаты исследования проб, содержащих возбудителей бруцеллеза  

(Brucella melitensis, Brucella abortus, Brucella suis)

Наименование проб Общее кол-во проб  
(кол-во проб × кол-во серий)

Положительный ответ  
в РИФ*

Серия 2 Серия 3 Серия 4
Пробы бактериальных суспензий: B. melitensis, B. abortus, 
B. suis 81 (27×3) 27 27 27
Пробы клинического материала, искусственно контаминиро-
ванные B. melitensis, B. abortus, B. suis 54 (18×3) 18 16 18
Пробы пищевых продуктов, искусственно контаминированные 
B. melitensis, B. abortus, B. suis 54 (18×3) 18 17 17

Итого исследованных проб 189 (63×3) 63 60 62
Примечание: * – за положительный результат в РИФ принимали специфическое свечение не менее трех микробных клеток  
с яркостью на 3–4 креста

Таблица 4
Результаты исследования проб, содержащих близкородственные и гетерологичные микроорганизмы

Наименование проб Общее кол-во проб  
(кол-во проб × кол-во серий)

Отрицательный ответ  
в РИФ

Серия 2 Серия 3 Серия 4
Пробы бактериальных суспензий близкородственных и гете-
рологичных микроорганизмов в концентрации 1×108 м.к./мл 63 (21×3) 20 21 21

Пробы клинического материала, содержащие близкородствен-
ные и гетерологичные микроорганизмы в концентрации 1×108 

м.к./мл
54 (18×3) 18 18 18

Пробы пищевых продуктов, содержащие близкородственные 
и гетерологичные микроорганизмы в концентрации 1×108  

м.к./мл
54 (18×3) 18 18 18

Итого исследованных проб 171 (57×3) 56 57 57
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В ходе межлабораторных испытаний доказана 
диагностическая эффективность разработанного пре-
парата – диагностическая чувствительность составила 
не менее 98% с доверительной вероятностью 95%; 
диагностическая специфичность – не менее 99% с до-
верительной вероятностью 95%. При проведении ис-
следований наблюдалась полная внутрипостановочная, 
межпостановочная и межсерийная воспроизводимость 
для всех образцов.

Далее была изучена стабильность физико-хими-
ческих (внешний вид, растворимость, рН, содержание 
белка, молярное соотношение ФИТЦ/белок) и биологи-
ческих свойств (специфическая активность и специфич-
ность) экспериментальных серий препарата в масштабе 
реального времени и ускоренными методами исследова-
ния в соответствии с нормативными документами. При 
исследовании стабильности основных показателей каче-
ства препарата в процессе хранения методом «ускорен-
ного старения» образцы выдерживали при температуре 
27±1 °С в течение 174 суток, 37±1 °С в течение 71 суток 
и 47±1 °С в течение 30 суток. Для опыта использовали 
термостаты, позволяющие автоматически поддерживать 
заданную температуру экспериментального хранения 
в течение всего периода испытаний. В соответствии с 
ОФС.1.1.0009.15 данные, полученные с использованием 
метода «ускоренного старения», должны быть подкре-
плены изучением стабильности в условиях долгосрочных 
испытаний в течение всего заявленного срока годности. 
Для этого контрольные исследования проводили через 
шесть месяцев в течение первого года хранения и еже-
годно на протяжении последующего периода испытаний, 
образцы сохраняли стабильность без изменения в течение 
48 месяцев наблюдения. По истечении времени хранения 
при указанной температуре во всех образцах наблюда-
лось изменение интенсивности специфического свечения 
бактериальной клетки до 3 крестов. Результаты контроля 
диагностических флуоресцирующих бруцеллезных им-
муноглобулинов (лиофилизированных) показывают, что 
после трех лет хранения при температуре от 2 до 8 °С ка-
чественные показатели препарата оставались в пределах 
интервалов, установленных в нормативной документации. 
Таким образом, на основании данных, полученных как 
в долгосрочных, так и в ускоренных испытаниях, был 
установлен срок годности – три года.

Заключение

В ходе проведенных исследований изготовлены 
экспериментальные серии диагностических флуорес-

цирующих бруцеллезных иммуноглобулинов. Контроль 
специфической активности сконструированных экс-
периментальных серий показал их диагностическую 
чувствительность – не менее 98,0%; диагностическую 
специфичность – не менее 99% с доверительной веро-
ятностью 95%. 

Исследования стабильности экспериментальных 
серий показали, что диагностические флуоресцирующие 
бруцеллезные иммуноглобулины лиофилизированные в 
течение 48 месяцев хранения при температуре от 2 до 8 °С 
стабильно сохраняют свои физико-химические и биологи-
ческие свойства. По совокупности полученных результатов 
рекомендован гарантийный срок хранения – три года.

На основании изученных свойств эксперимен-
тально-производственных серий препарата составлена 
нормативная документация, обеспечивающая качество 
производимой продукции, а также ее соответствие всем 
утвержденным требованиям безопасности, условиям 
эксплуатации, хранения и транспортировки.
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За последние годы в России интенсифицировались разработка и внедрение биологических препаратов для экологиза-
ции растениеводства. В работе осуществлена оценка эффективности нового поликомпонентного биопрепарата на основе трех 
штаммов Bacillus pumilus при возделывании Brassica napus L. (ярового рапса). Исследования проводили в 2021–2022 гг. 
на опытном поле Федерального Алтайского научного центра агробиотехнологий. Эксперимент закладывали в 2 вариантах 
– контрольном без обработки семян биопрепаратом и с предпосевной обработкой препаратом. В результате проведенных ис-
следований были зафиксированы значимая прибавка к высоте растений на делянках с опытным препаратом на 8,85 см (9%), 
значимое увеличение биологической урожайности в варианте с опытным препаратом по сравнению с контрольным почти на 
65 г/кв. м (45%). 
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Введение

Идеи по биологизации сельского хозяйства 
встречались в трудах отечественных ученых еще в кон-
це прошлого века. Однако на государственном уровне 
Федеральный закон об органической продукции был 
разработан позднее и вступил в силу лишь в 2020 году. 
Экологизация земледелия предполагает если не полный 
отказ от использования химических средств для защиты 
растений, то как минимум снижение пестицидной на-
грузки на окружающую среду [4, 17].

Для биологических приемов по защите растений 
характерно применение специфичных хищников, парази-
тов и полезных микроорганизмов в качестве биологиче-
ских агентов, эффективных при борьбе с вредителями и 
возбудителями инфекций. К биологическим методам так-
же относится использование аттрактантов и репеллентов 
для дезориентации насекомых. А биопрепараты на основе 
микроорганизмов и их метаболитов могут выступать не 

только как средства защиты, но и в качестве микробных 
удобрений и стимуляторов роста растений [5, 12].

Разработка биологических препаратов на основе 
эффективных микроорганизмов является одним из са-
мых перспективных направлений развития современного 
сельского хозяйства. При этом в микробиологические 
препараты для растениеводства часто включают ризо
сферные бактерии, которые обладают антагонистическим 
действием против фитопатогенов, а также положительно 
влияют на растения и повышают их продуктивность. 
Эти бактерии еще называют Plant Growth Promoting 
Rhizobacteria – PGPR. К ним относятся представители 
родов Azotobacter, Bacillus, Psеudomonas и др. Однако 
также известны биопрепараты на основе грибных агентов, 
например, представителях рода Trichoderma [19, 23, 25].

Однако особый интерес при разработке биологиче-
ских препаратов вызывают представители рода Bacillus. 
Это объясняется высокой биологической активностью и 
безопасностью бацилл, а также их способностью к споро-
образованию, стимулирующей повышение устойчивости 
к непостоянным условиям окружающей среды, что важно 
при хранении и применении биопрепаратов. Известно, 
что первые микробные препараты для растениеводства 
содержали именно бактерии рода Bacillus. Так, в первый 
биоинсектицид «Sporine» (Франция, 1938) был включен 
штамм B. thuringiensis [14, 24].
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Спектр биологической активности бацилл не 
ограничивается только инсектицидными свойствами. 
Отечественные ученые установили, что исследуемые 
штаммы B. subtilis повышали резистентность рас-
тений к воздействию никеля [6]. Beltran-Garcia et al. 
[20] показали, что штамм B. tequilensis был способен 
переводить азот в легкоусвояемую для растений фор-
му. В исследовании Артамоновой М.Н. [1] было до-
казано, что штамм В. subtilis не только синтезировал 
гиббереллиновую кислоту, но и проявлял антагонизм 
против возбудителей угловатой пятнистости и мягкой 
гнили тыквы.

На рынке представлены коммерческие препараты 
для растениеводства на основе бацилл. В работе ученых 
сравнивалась эффективность биопрепаратов «Аль-
бит» (B. megaterium и P. aureofaciens), «Бисолбисан» 
(B.  subtilis Ч-13), «Экстрасол» (B. subtilis Ч-13) и 
«V 417» (B. subtilis V 417) при возделывании озимой 
пшеницы (Triticum aestivum L.). По агрономической эф-
фективности (прибавке к контролю) наилучший резуль-
тат был зафиксирован с биопрепаратом «Бисолбисан», 
а наименьший эффект – с препаратом «Экстрасол», 
несмотря на то, что в их основе содержится один и тот 
же штамм бактерий [10].

Биопрепараты испытывались не только со 
злаковыми, но и с плодовоовощными, и с бобовыми, 
и с масличными культурами, в том числе с рапсом 
(Brassica napus L.) [2, 16]. Так, белорусские исследо-
ватели подтвердили эффективность поликомпонентных 
микробных препаратов «Гордебак» (Enterobacter sp. 
B-402Д и Enterobacter sp. B-409Д), «АгроМик» 
(Agrobacterium  sp. 17 и Psеudomonas sp. 10SK) и 
«Бактопин» (Rahnella aquatilis E10 и P. putida П2/1) 
при предпосевной обработке семян ярового рапса. Пози-
тивное влияние биопрепаратов выражалось в увеличении 
урожайности, оно было максимальным с применением 
биопрепарата «Гордебак» и составило 18,2% (11,9 ц/га) 
 по сравнению с контролем [15].

Несмотря на широкий ассортимент микробных 
биопрепаратов на рынке, разработка новых средств 
защиты и стимуляции роста растений не теряет своей 
актуальности. Это обусловлено необходимостью в чере-
довании используемых препаратов (и агротехнологиче-
ских приемов в целом) и ротации штаммов в их составе, 
а также возникновением резистентности у вредителей и 
возбудителей болезней растений.

Цель настоящего исследования – определить 
эффективность нового поликомпонентного бациллярного 
биопрепарата при возделывании ярового рапса.

Материалы и методы 

Исследования проводили в 2021–2022 гг. в Ал-
тайском крае. В качестве объекта исследования выступал 
опытный биопрепарат, разработанный сотрудниками ИЦ 
«Промбиотех» (Алтайский государственный универси-
тет), на основе композиции из трех штаммов B. pumilus 
[21], предназначенный для предпосевной обработки 
семян. В состав препарата входят штаммы B. pumilus 
RCAM05516 (источник выделения – ризосфера икот-
ника), B. pumilus RCAM05517 (источник выделения 
– ризосфера щавеля) и B. pumilus ВКПМ В-13250 (ис-
точник выделения – ризосфера цикория), для которых 
установлена антагонистическая активность по отношению 
к фитопатогенным микроорганизмам (Phytophthora 
infestans, Alternaria sp., Aspergillus sp., Penicillium sp.) 
и ростостимулирующее влияние на растения (Патент 
2797825, Патент 2797699, Патент 2694522).

Эффективность препарата устанавливали при воз-
делывании Br. napus L. (ярового рапса) сорта «АНИ-
ИСХ 4» из банка семян Федерального Алтайского 
научного центра агробиотехнологий, на опытном поле 
которого проводились испытания (близ г. Барнаула). 
Характеристика почвы на экспериментальном участке – 
чернозем обыкновенный среднемощный малогумусный 
среднесуглинистый со следующими агрохимическими 
характеристиками: содержание гумуса в пахотном го-
ризонте – 3,64% (по Тюрину), реакция почвенного 
раствора – нейтральная (рН солевой вытяжки – 6,5). 

Непосредственно перед закладкой полевого 
опыта в лабораторных условиях оценивали всхожесть и 
инфицированность семян рапса по ГОСТ 12038-84 и 
ГОСТ 12044-93. Эксперимент закладывали в мае в двух 
вариантах: контрольный без обработки семян микроб-
ным препаратом и с предпосевной обработкой опытным 
биопрепаратом (расход – 100 мл рабочего раствора (1 г 
препарата) на 10 кг семян) в 4-кратной повторности. 
При этом все семена первоначально были протравлены 
химическим инсектицидом «Круйзер Рапс», КС, а по 
вегетации проведена обработка вегетирующих растений 
инсектицидом «Эйфория».

Посев осуществляли сеялкой СН-16, размещение 
вариантов было систематическое, в один ярус, площадь 
посевной делянки – 50 м2. На каждой делянке изуча-
ли по 4 участка с площадью 0,25 м2. Для выбранных 
участков после уборки и сушки растений (в августе-
сентябре) оценивали их высоту, массу зерна с растения, 
биологическую урожайность и др. в двух вариантах 
эксперимента [3].
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Статистическую обработку полученных данных 
осуществляли с использованием Microsoft Excel – 2020. 
Результаты выражали через среднее арифметическое 
(M) и стандартное отклонение (m). Для установления 
значимости отклонений между полученными значениями 
в двух вариантах определяли наименьшую существенную 
разность для 5%-ного уровня значимости (НСР05).

Результаты и обсуждение 

В ходе лабораторных испытаний установили, что 
исследуемые семена рапса сорта «АНИИСХ 4» обла-
дают первоначально высокой всхожестью (более 95%) 
(табл. 1). Поэтому значимого влияния опытного пре-
парата на данный показатель выявить не удалось. Ана-
логичные результаты получили и в полевых испытаниях.

Таблица 1 
Влияние биопрепарата на всхожесть рапса

Вариант

Всхожесть в 
лабораторном 
эксперименте 

(%)

Всхожесть в полевом 
эксперименте (шт./м2)

2021 год 2022 год

Контроль 97,50±3,19 302,50±42,38 288,00±56,87
Опытный 
препарат 98,33±1,92 309,00±44,16 332,75±40,41

± к контролю 0,83 6,50 44,75

HСР05 4,57 46,52 53,03

Также в рамках настоящего эксперимента на семе-
нах рапса не зафиксировали рост ни грибных, ни бакте-
риальных фитопатогенов при проращивании в условиях 
in vitro в обоих вариантах исследования. Полученный 
результат соотносится с высокой всхожестью семян, а 
также свидетельствует об отсутствии фитотоксического 
действия у микробной композиции в составе биопрепа-
рата.

В наших предыдущих исследованиях была оценена 
приживаемость консорциума B. pumilus на различных 
семенах [9]. Обсемененность рапса в контроле оказа-
лась невысокой, колонии микроорганизмов эпифитной 
микрофлоры в контрольных чашках были неоднородны 
по своей морфологии. В образцах с опытным препаратом 
выявили однотипные колонии, характерные для штаммов 
B. pumilus, которые выросли возле каждого семени 
(рис. 1). Все это свидетельствовало о высокой прижива-
емости бактерий биопрепарата и о том, что его расход на 
массу семян данной культуры установлен правильно.

Рис. 1. Семена рапса на агаризованной среде после 
3 суток культивирования: А – контрольные семена; 
Б – обработанные опытным биопрепаратом семена 
(1 – необсемененное семя; 2 – колонии бактерий)

В оба года полевых испытаний не отмечалось зна-
чимого влияния опытного биопрепарата на количество 
растений с 1 м2 по сравнению с контрольными делянками. 
При этом в 2022 г. была зафиксирована существенная 
прибавка к высоте растений на делянках с опытным пре-
паратом на 8,85 см (9%) (табл. 2). Хотя данный показа-
тель и не является важным с экономической точки зрения, 
однако он указывает на способность нового биопрепа-
рата стимулировать рост растений рапса. Возможно, 
это может быть обусловлено продукцией ауксинов или 
гиббереллинов [18, 22] или антимикробной активностью 
бацилл из состава микробного препарата [8]. 

Таблица 2
Влияние биопрепарата на количество  

и высоту растений

Вариант Количество 
растений на 1 м2, шт.

Высота растения,  
см

2021 год

Контроль 246,50±55,26 97,80±2,41

Опытный  
препарат 258,00±50,11 102,45±4,32

± к контролю 11,50 4,65

HСР05 98,01 5,03

2022 год

Контроль 240,00±38,52 97,83±2,76

Опытный  
препарат 212,00±55,51 106,68±4,95

± к контролю -28,00 8,85

HСР05 82,78 5,48

А.В. Малкова и др., с. 25–31
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Согласно данным в таблице 3, разработанный био-
препарат также оказывал положительное воздействие на 
биологическую урожайность рапса. Разница значений 
между контрольными делянками и вариантом с опытным 

препаратом оказалась значимой в 2021–2022 гг. и соста-
вила 65 г/м2 (почти 45%) в среднем. Это соотносится с 
результатами других исследований по применению микроб-
ных препаратов при возделывании ярового рапса [11, 15].

Таблица 3
Влияние биопрепарата на элементы структуры урожая рапса

Вариант Количество стручков с 1 
растения, шт

Вес семян со стручка, 
мг

Масса 1000 зерен,  
г

Биологическая 
урожайность, г/м2

2021 год

Контроль 15,80±1,01 25,25±6,29 1,19±0,16 107,28±30,21

Опытный препарат 18,15±2,63 37,75±4,03 1,72±0,18 161,40±21,42

± к контролю 2,35 12,50 0,53 54,12

HСР05 3,13 9,15 0,30 52,38

2022 год

Контроль 15,68±3,31 53,55±4,84 2,41±0,25 195,83±15,31

Опытный препарат 22,88±4,60 57,88±3,75 2,50±0,26 271,69±54,12

± к контролю 7,20 4,33 0,09 75,87

HСР05 6,94 7,50 0,44 68,90

В первый год испытаний на увеличение био-
логической урожайности рапса в варианте с опытным 
биопрепаратом повлиял вес семян со стручка, который 
оказался на 12,5 мг (почти 48%) больше, чем в контро-
ле. Это также значимо отразилось на увеличении массы 
1000 зерен (на 0,53 г, почти 45%) с делянок, где семена 
были предварительно обработаны новым бактериальным 
средством. В 2022 году, вероятно, урожайность ока-
залась выше с делянок с опытным препаратом за счет 
значимого увеличения количества стручков с растения 
на 7,2 шт. (около 46%).

В период проведения исследований на экспери-
ментальных делянках встречались такие вредители, 
как капустная моль [13], рапсовый цветоед и комплекс 
крестоцветных блошек, против которых применялись 
инсектициды при обработке семян и вегетирующих рас-
тений. В целом урожайность ярового рапса с делянок 
была близка к 2 т/га, что является обычным значением 
для Алтайского края [7]. То есть, вредители из-за свое
временной обработки не оказали большого влияния на 
показатель урожайности. Увеличение биологической 
урожайности в варианте с применением опытного пре-
парата также подтверждает возможность совместного 
использования разработанного биопрепарата с химиче-
скими инсектицидами.

Для рапса наиболее урожайным был 2022 год, что 
отмечалось в обоих вариантах эксперимента. Вероятно, это 
было частично обусловлено погодными условиями. ВВ 2022 
году средняя температура в мае и июне оказалась выше, 
чем в первый год испытаний. Количество осадков в июне 
и июле 2022 г. также было выше, чем в предыдущий год. 

Заключение 

Результаты проведенного исследования подтверди-
ли эффективность разработанного биопрепарата на основе 
консорциума из трех штаммов B. pumilus при возделыва-
нии ярового рапса. В оба года полевых испытаний отме-
чалась значимая прибавка биологической урожайности с 
делянок с опытным препаратом по сравнению с контроль-
ными почти на 45% в среднем (65 г/м2). В 2021 году это 
было обусловлено положительным влиянием биопрепарата 
на вес семян со стручка (увеличение на 12,5 мг или 48%) 
и массу 1000 зерен (увеличение на 0,53 г или 45%), а в 
2022 году – значимым увеличением количества стручков 
(на 7,2 шт/растения или 46%). Кроме того, была пока-
зана возможность совместного использования опытного 
бациллярного биопрепарата с химическими инсектицидами 
«Круйзер Рапс» и «Эйфория», что важно при реализации 
мероприятий по интегрированной защите растений.
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EFFECTIVENESS OF AN EXPERIMENTAL POLYCOMPONENT BACILLARY 
BIOLOGICAL PREPARATION IN SPRING RAPE GROWTH
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E.N. KOZHEVNIKOVA1, S.A. PESHKOV2
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In recent years, the development and implementation of biological preparations for the crop production ecologisation were 
intensified in Russia. The effectiveness of a new multicomponent biological preparation based on three Bacillus pumilus strains was 
evaluated in the work for the cultivation of Brassica napus L. (spring rape). The studies were carried out in 2021–2022 years on the 
experimental field of the Federal Altai Scientific Center of Agrobiotechnologies. The experiment was laid in two variants – control 
without treatment seeds with a biological preparation and experience with pre-sowing treatment with the preparation. As a result of the 
research, a significant increase in the height of plants from the plots with biopreparation by 8.85 cm (9%), significant increase in the 
biological yield in variant with experimental preparation compared to the control by almost 65 g/sq. m (45%) were recorded. 

Keywords: Bacillus pumilus, spring rape (Brassica napus L.), biopreparation, biological yield.

Address:
Malkova A.V.
postgraduate student of the department of ecology, 
biochemistry and biotechnology of the Institute of Biology 
and Biotechnology, 
junior researcher of the EC «Prombiotech», Altai State University
E-mail: gelishka96@mail.ru

Для цитирования:
Малкова А.В., Иркитова А.Н., Садовников Г.Г., Дудник Д.Е., Кожевникова Е.Н., Пешков С.А. Эффективность  
опытного поликомпонентного бациллярного биопрепарата при возделывании ярового рапса. Вестник  
биотехнологии и физико-химической биологии им. Ю.А. Овчинникова 2024; 20(2):25–31.

For citation:
Malkova A.V., Irkitova A.N., Sadovnikov G.G., Dudnik D.E., Kozhevnikova E.N., Peshkov S.A. Effectiveness  
of an experimental polycomponent bacillary biological preparation in spring rape growth. Bulletin of Biotechnology  
and Physicochemical Biology named after Yu.A. Ovchinnikov 2024; 20(2):25–31 (in Russian).

А.В. Малкова и др., с. 25–31



32

ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 579.842.16:575

ГЕНЕТИЧЕСКОЕ РАЗНООБРАЗИЕ ШТАММОВ KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE, ВЫДЕЛЕННЫХ ОТ НОВОРОЖДЕННЫХ И С ОБЪЕКТОВ 

ОКРУЖАЮЩЕЙ СРЕДЫ ПЕДИАТРИЧЕСКОГО СТАЦИОНАРА 
СОЦИАЛИСТИЧЕСКОЙ РЕСПУБЛИКИ ВЬЕТНАМ (СРВ)

Л.В. КАТАЕВА*, О.В. ПОСОЮЗНЫХ, А.А. ВАКАРИНА, Т.Ф. СТЕПАНОВА

ФБУН Тюменский научно-исследовательский институт краевой инфекционной патологии  
Роспотребнадзора, Тюмень

Одной из основных проблем современной медицины является рост инфекций, связанных с оказанием медицинской помо-
щи. Большую обеспокоенность вызывает рост нозокомиальных инфекций, вызванных резистентными штаммами K. pneumoniae 
во всем мире. Изучение их генетического разнообразия позволит выявить места их циркуляции и механизмы формирования 
устойчивости. Цель исследования – изучение молекулярно-генетических особенностей бактерий K. pneumoniae, изолированных 
с объектов окружающей среды и от пациентов отделения реанимации и интенсивной терапии детского стационара Вьетнама. 
Методом полногеномного секвенирования исследовано 38 штаммов K. pneumoniae. Установлено, что 31,6% штаммов, вы-
деленных от пациентов и с объектов окружающей среды, относились к сиквенс-типам ST14 и ST15. Штаммы одного ST 
характеризовались однородностью по О- и капсульным антигенам, маркерам антибиотикорезистентности. Генотипический 
профиль маркеров антибиотикорезистентности выявил наличие детерминант устойчивости к цефалоспоринам III поколения, 
карбапенемам, фторхинолонам, аминогликозидам, хлорамфениколу и фосфомицину. Установлено генетическое родство изолятов 
K. pneumoniae, циркулирующих на объектах окружающей среды и слизистых пациентов конкретного отделения. Молекуляр-
ная характеристика штаммов, возможных возбудителей ИСМП, позволит прогнозировать эпидемиологическую ситуацию.

Ключевые слова: K. pneumoniae, полногеномное секвенирование, сиквенс-серотипирование, маркеры антибиотикоре-
зистентности, новорождённые, объекты окружающей среды.
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Введение

Патогены группы ESKAPE признаны Всемирной 
организацией здравоохранения доминирующими возбу-
дителями госпитальных инфекций. Одним из ведущих 
возбудителей нозокомиальных инфекций являются бак-
терии K. pneumoniae [12], которые обладают высокой 
скоростью приобретения плазмидно-кодируемых детер-
минант антимикробной резистентности, в первую очередь 
бета-лактамаз расширенного спектра действия (БЛРС). 
Распространение полирезистентных госпитальных 
штаммов K. pneumoniae приобретает эпидемический 
характер, при этом отмечается региональная особенность 
доминирования определенных геновариантов, отлича-

ющихся по характеру фенотипических проявлений [3]. 
Мультирезистентные патогены провоцируют инфекци-
онные осложнения у госпитализированных пациентов, 
что вызывает обеспокоенность клиницистов по всему 
миру [2]. Наиболее примечательной характеристикой 
ESKAPE-патогенов является длительное выживание 
в окружающей среде. Биологическая основа процессов 
селекции патогенных микроорганизмов в условиях ле-
чебных стационаров приводит к формированию особо 
устойчивых госпитальных штаммов. Циркуляция бакте-
рий, обладающих множественной лекарственной устой-
чивостью, на объектах окружающей среды лечебного 
стационара повышает риски контаминации патогенами 
пациентов, иммунная система которых не в состоянии 
справиться с бактериальной инфекцией [7, 9, 10].

Результаты молекулярно-генетических ис-
следований бактериальных патогенов последних лет 
свидетельствуют об их генетическом разнообразии и 
указывают на высокую степень гетерогенности штаммов, 
присутствующих одновременно в конкретном отделении 
медицинской организации [5]. К факторам вирулент-
ности К.  pneumoniae относятся: капсульные (KL) и 
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О-антигены, участвующие в защите от иммунного ответа; 
фимбрии, обеспечивающие процессы адгезии, образо-
вание биопленок и другие начальные этапы инфекции; 
некоторые сидерофоры, осуществляющие доставку ионов 
металлов из внешней среды внутрь клетки [1, 14].

Изучение молекулярных характеристик штам-
мов К. pneumoniae позволяет выявлять детерминанты 
антибиотикорезистентности, связанные с формированием 
генетических линий, эффективно поддерживающие их ги-
первирулентность и множественную резистентность [4]. 
Высокая устойчивость бактериальных изолятов к антими-
кробным препаратам и дезинфицирующим средствам, их 
длительное выживание в окружающей среде медицинской 
организации обуславливают актуальность изучения мо-
лекулярно-генетических характеристик циркулирующих 
штаммов патогенов в определенном отделении.

Цель исследования – изучить молекулярно-гене-
тические особенности бактерий K. pneumoniae, изолиро-
ванных с объектов окружающей среды и от пациентов 
отделения реанимации и интенсивной терапии детского 
стационара Вьетнама.

Материалы и методы

Изучено 38 изолятов K. pneumoniae, выделенных 
от пациентов (18) и с объектов окружающей среды (20) 
отделения реанимации и интенсивной терапии новорож-
денных (ОРИТ) детского стационара города Ханой 
СРВ в 2017–2018 гг. Мазки со слизистых зева и прямой 
кишки новорожденных детей отбирались одновременно 
со смывами с поверхностей объектов окружающей среды 
(медицинской мебели, оборудования, дверных ручек, са-
нитарно-технического оборудования, с рук и спецодежды 
персонала) во время проведения лечебно-диагностиче-
ских процедур с пациентами. Бактериальные культуры 

хранились в рабочей коллекции ФБУН ТНИИКИП 
Роспотребнадзора. Все штаммы депонированы в Госу-
дарственную коллекцию патогенных микроорганизмов и 
клеточных культур «ГКПМ-Оболенск», номера пред-
ставлены в таблице 1.

Резистентность бактерий к антимикробным пре-
паратам (АМП) определялась диско-диффузионным 
методом на среде Мюллера–Хинтона. Изоляты ис-
следовались на чувствительность к химическим группам 
АМП: пенициллинам (амоксициллин/клавулановая 
кислота), фторхинолонам (ципрофлоксацин), амино-
гликозидам (амикацин), цефалоспоринам III поколения 
(цефтазидим, цефотаксим), карбапенемам (имипенем, 
меропенем). Оценку результатов проводили в соответ-
ствии с критериями EUCAST [15].

Выделение ДНК из суспензии колоний бактери-
альной культуры осуществлялось методом СТАВ [16]. 
Полногеномное секвенирование проводили на платфор-
ме Illumina MiSeq, с использованием наборов Nextera 
DNA Library Preparation Kit и MiSeq Reagent Kit v3 
(600-Cycle Kit). При помощи программы Unicycler 
v.0.4.7. были собраны в контиги единичные прочтения 
полногеномного секвенирования для каждого штамма. 
Общая длина полученных контигов и GC состав об-
разцов соответствовали значениям размеров геномов и 
GC составу референсных штаммов K. pneumoniae, на-
ходящихся в базе данных NCBI Genome. В обработке 
результатов полногеномного секвенирования использова-
ли программное обеспечение для анализа метагеномных 
образцов: Kraken Metagenomics version 1.0.0 (для штам-
мов от пациентов) и version 2 (для штаммов с объектов 
окружающих среды). Файлы «Fasta» полных геномов 38 
штаммов K. pneumoniae загружены в Российскую На-
циональную базу данных геномных последовательностей 
VGARus (см. табл. 1).

Таблица 1
Изоляты K. pneumoniae, выделенные от пациентов и с объектов окружающей среды ОРИТ

№ Название  
и № штамма Источник выделения № «ГКПМ-

Оболенск VGARus Сиквенс 
тип (ST)

Дата 
выделения

1 K. pneumoniae 7 Ручка водопроводного крана B-9199 Tnik003147 2670 24.04.2018
2 K. pneumoniae 12 Ручка водопроводного крана B-9200 Tnik003148 1528 24.04.2018
3 K. pneumoniae 21 Ручка водопроводного крана B-9201 Tnik003149 2604 24.04.2018
4 K. pneumoniae 28 Кнопка унитаза B-9202 Tnik003150 37 24.04.2018
5 K. pneumoniae 32 Водопроводный кран B-9203 Tnik003151 1838 24.04.2018
6 K. pneumoniae 40 Халат врача B-9204 Tnik003152 3796 24.04.2018
7 K. pneumoniae 42 Водопроводный кран B-9205 Tnik003153 234 24.04.2018
8 K. pneumoniae 47 Спецодежда персонала B-9206 Tnik003154 14 24.04.2018
9 K. pneumoniae 51 Кран кулера в холле B-9207 Tnik003155 2278 24.04.2018
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10 K. pneumoniae 80 Водопроводный кран B-9208 Tnik003156 14 13.04.2017
11 K. pneumoniae 85 Матрасик новорожденного в кювезе B-9209 Tnik003157 37 24.04.2018
12 K. pneumoniae 86-17 Водопроводный кран B-9210 Tnik003158 14 13.04.2017
13 K. pneumoniae 86-18 Медицинская тумбочка в палате B-9211 Tnik003159 17 24.04.2018
14 K. pneumoniae 87 Кнопка унитаза B-9212 Tnik003160 147 24.04.2018
15 K. pneumoniae 90 Ручка кувшина с питьевой водой B-9213 Tnik003161 1507 24.04.2018
16 K. pneumoniae 91 Водопроводный кран B-9214 Tnik003162 1245 24.04.2018
17 K. pneumoniae 93 Стенка кювеза с новорожденным B-9215 Tnik003163 730 24.04.2018
18 K. pneumoniae 97 Медицинская тумбочка в палате B-9216 Tnik003164 14 13.04.2017
19 K. pneumoniae 107 Водопроводный кран B-9217 Tnik003165 1838 24.04.2018
20 K. pneumoniae 116 Спецодежда персонала B-9218 Tnik003166 15 24.04.2018
21 K. pneumoniae 31 Слизистая зева B-9159 Tnik003128 48 23.04.2018
22 K. pneumoniae 39 Слизистая зева B-9160 Tnik003129 14 23.04.2018
23 K. pneumoniae 42 Слизистая rectum B-9161 Tnik003130 14 23.04.2018
24 K. pneumoniae 49 Слизистая зева B-9162 Tnik003131 1741 23.04.2018
25 K. pneumoniae 50 Слизистая rectum B-9163 Tnik003132 1741 23.04.2018
26 K. pneumoniae 53 Слизистая зева B-9164 Tnik003133 1224 23.04.2018
27 K. pneumoniae 51 Слизистая зева B-9165 Tnik003134 14 23.04.2018
28 K. pneumoniae 54 Слизистая rectum B-9166 Tnik003135 1224 23.04.2018
29 K. pneumoniae 56 Слизистая rectum B-9167 Tnik003136 14 23.04.2018
30 K. pneumoniae 57 Слизистая зева B-9168 Tnik003137 14 23.04.2018
31 K. pneumoniae 59 Слизистая rectum B-9169 Tnik003138 730 23.04.2018
32 K. pneumoniae 66 Слизистая rectum B-9170 Tnik003139 1741 23.04.2018
33 K. pneumoniae 68 Слизистая rectum B-9171 Tnik003140 1224 23.04.2018
34 K. pneumoniae 82 Слизистая rectum B-9173 Tnik003141 16 23.04.2018
35 K. pneumoniae 85 Слизистая зева B-9174 Tnik003143 15 23.04.2018
36 K. pneumoniae 91 Слизистая зева B-9175 Tnik003144 1741 23.04.2018
37 K. pneumoniae 92 Слизистая rectum B-9176 Tnik003145 1741 23.04.2018
38 K. pneumoniae 96 Слизистая rectum B-9178 Tnik003146 15 23.04.2018

Определение сиквенс-типов штаммов осущест-
влялось путем использования сервера MLST 2.0 
(Multi-Locus Sequence Typing) (https://cge.cbs.dtu.
dk/services/MLST/), а также программы Lasergene. 
Схема мультилокусного сиквенс-типирования (MLST) 
для K.  pneumoniae включала в себя определение ну-
клеотидной последовательности фрагментов 7 генов: 
rpoB, gapA, mdh, pgi, phoE, infB, tonB и их сравнение с 
имеющимися в международной базе данных. Для опре-
деления капсульного (KL) и О-антигенов использовали 
сервер Kaptive (http://kaptive.holtlab.net/). Для поиска 
маркеров антибиотикорезистентности использовали 
сервер ResFinder 3.0 (https://cge.cbs.dtu.dk/services/
ResFinder/).

Статистическая обработка полученных результа-
тов выполнена лицензионным программным обеспече-
нием SPSS версия 22, предназначенным для научных 
исследований. Номинальные данные описывались с 
указанием абсолютных значений, процентных долей и 
доверительных интервалов (95% ДИ) – метод Клоппе-
ра – Пирсона. При оценке непараметрических величин 

в зависимости от количества изолятов рассчитывали 
критерий хи-квадрат (2) Пирсона и Фишера (различия 
считались достоверно значимыми при p<0,05).

Результаты 

Мультилокусное сиквенс-типирование
Результаты полногеномного секвенирования 

подтвердили видовую идентификацию 38 штаммов 
K.  pneumoniae. По результатам MLST все исследо-
ванные штаммы распределились на 19 сиквенс-типов 
(рис. 1А). Девять штаммов – 23,7% (95% ДИ: 11,44 
– 40,24) относились к ST14, пять штаммов – 13,2% 
(95% ДИ: 4,41 – 28,09) были отнесены к ST1741. 
По 3 штамма (7,9% (95% ДИ: 1,66 – 21,38)) – к 
ST15 и ST1224, по два штамма (5,3% (95% ДИ: 
0,64 – 17,75)) соотнесено к ST37, ST730 и ST1838. 
На долю единичных 12 сиквенс типов пришлось 31,6% 
(95% ДИ: 17,5 – 48,65): ST16, ST17, ST48, ST147, 
ST234, ST1245, ST1507, ST1528, ST2278, ST2604, 
ST2670, ST3796.
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Рис. 1. Структура сиквенс-типов штаммов K. pneumoniae (%) – 1А; Сравнительная характеристика ST типов 
штаммов от пациентов и с объектов окружающей среды – 1Б.

Среди штаммов K. pneumoniae, выделенных от 
пациентов, определено 7 вариантов ST. Сиквенс-типы 
бактерий, изолированных из объектов окружающей 
среды, отличались большим разнообразием, установлено 
15 вариантов (рис. 1Б). Определены три сиквенс-типа 
(ST14, ST15 и ST730), к которым отнесены штаммы, 
изолированные как от новорожденных, так и с объектов 
окружающей среды (табл. 2). Наибольшее число иссле-
дованных штаммов K. pneumoniae относилось к ST14, 
которые совокупно с ST15 (3) составили 31,6% (95% 
ДИ: 17,5 – 48,65). Эти сиквенс-типы различаются 
единичной мутацией в локусе infB, что позволяет рас-
сматривать их как генетически родственные. Выявлено, 

что слизистые зева и rectum детей контаминированы 
штаммами, циркулирующими на поверхностях пред-
метов окружающей среды: спецодежда персонала, 
водопроводные краны в палатах, медицинская мебель. 
Особый интерес представляет тот факт, что штаммы 
ST14, выделенные с объектов окружающей среды в 
2017 г., также были изолированы от пациентов в 2018 
году. Кроме того, установлена циркуляция штаммов, 
относящихся к ST1224 (3) и ST1741 (5) на слизистых 
нескольких пациентов, а также – к ST37 (2) и ST1838 
(2) на различных объектах окружающей среды отделе-
ния реанимации и интенсивной терапии новорожденных 
(см. табл. 2).

Таблица 2 
Сиквенс-типы генетически родственных штаммов K. pneumoniae, изолированных от пациентов  

и с объектов окружающей среды

Объект исследования (число штаммов) Номер штамма в коллекции Сиквенс-тип

слизистая зева (3)
B-9160

ST14

B-9165
B-9168

слизистая rectum (2)
B-9161
B-9167

объекты окружающей среды (4)

B-9206
B-9208
B-9210
B-9216

Л.В. Катаева и др., с. 32–45
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слизистая зева (1) B-9174
ST15слизистая rectum (1) B-9178

спецодежда персонала (1) B-9218
слизистая rectum (1) B-9169 ST730

стенка кювеза (1) B-9215
слизистая зева (1) B-9164

ST1224
слизистая rectum (2)

B-9166
B-9171

слизистая зева (2)
B-9162

ST1741
B-9175

слизистая rectum (3)
B-9163
B-9170
B-9176

объекты окружающей среды (2/2)

B-9202
ST37

B-9209
B-9203

ST1838
B-9217

Молекулярное сиквенс-серотипирование
Молекулярное сиквенс-серотипирование всех 

штаммов по наличию капсульного антигена выявило 13 
серотипов, при этом на объектах окружающей среды 
циркулировало 12 серотипов, на слизистых детей – 7. 
Наибольшее количество составили штаммы сиквенс-
серотипа КL2 (9) – 23,7% (95% ДИ: 11,44 – 40,24), 
относящиеся к ST14. Штаммы капсульных типов КL104 
(5), и KL107 (5) составили по 13,2% (95% ДИ: 4,41 – 
28,09); КL60 (4) – 10,5% (95% ДИ: 2,94 – 24,8); 
КL62 (3) и КL112 (3) по 7,9% (95% ДИ: 1,66 – 21,38); 
КL114 (2) и KL122 (2) – по 5,3% (95% ДИ: 0,64 
– 17,75). Единичные капсульные типы K. pneumoniae 
представлены KL3, KL5, KL50, KL55, КL128, KL130. 

Анализ сиквенс-серотипов по О-антигену выявил 
12 различных вариантов (на слизистых детей – 5, на 

объектах окружающей среды – 10). Треть всех штам-
мов (13) обладали антигеном О1v1 – 33,3% (95% ДИ: 
19,09 – 50,22). Антигены Ol/O2v2 (4 штамма), O2v2 
(4) и О5 (4) по 10,5% (95% ДИ: 2,94 – 24,8) соот-
ветственно; Olv2 (3), О3/О3а (3) и О3b (3) по 7,9% 
(95% ДИ: 1,66 – 21,38). Кроме того, определены 
единичные штаммы, в которых обнаружены антигены 
О4, OL102, OL103, OL104, OCL6 по 2,6% (95% 
ДИ: 0,06 – 13,48).

Среди капсульных серотипов K. pneumoniae 
только 4 (КL2, КL60, КL62, КL112) были выявлены 
в штаммах, изолированных с объектов окружающей 
среды и слизистых детей (табл. 3). Вместе с тем сик-
венс-типы ST14 (КL2) и ST15 (КL112) объединены в 
один кластер по наличию общих генов, относящихся к 
серогруппе O1v1.

Таблица 3 
Антигенная характеристика сиквенс-типов штаммов K. pneumoniae, изолированных от пациентов  

и с объектов окружающей среды (%)

Объект исследования Номер штамма в коллекции Сиквенс-тип KL-антиген О-антиген

слизистые детей 

B-9160

ST14 KL2 O1v1

B-9165
B-9168
B-9161
B-9167

объекты окружающей среды 

B-9206
B-9208
B-9210
B-9216
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слизистые детей 
B-9174

ST15 KL112 O1v1B-9178

объекты окружающей среды B-9218

слизистые детей 

B-9164

ST1224
KL60

O5B-9166

B-9171

объекты окружающей среды B-9201 ST2604 O3/O3а

слизистые детей B-9169
ST730 KL62 O1v2

объекты окружающей среды B-9215

Генетические маркеры антибиотикорезистент-
ности

Определение маркеров антибиотикорезистент-
ности исследованных штаммов выявило наличие де-
терминант резистентности к OqxA (37), OqxВ (37) 
(chloramphenicol, benzylkonium chloride, cetylpyridinium 
chloride, nalidixic acid, ciprofloxacin, trimethoprim) и fosA 
(37) (fosfomycin) в 97,4% (95% ДИ: 86,5 – 99,9) со-
ответственно. Генотипический профиль резистентности 
изолятов определил высокую долю продуцентов бета-
лактамаз расширенного спектра класса А: blaSHV-типа 
(32) и blaCTX-M-типа (35) штаммов – 84,2% (95% ДИ: 
68,8 – 93,98) и 92,1% (95% ДИ: 78,62 – 98,34) соот-
ветственно; blaTEM-типа (8) – 21,1% (95% ДИ: 9,55 – 
37,32) и bla LAP-2 (21) – 55,3% (95% ДИ: 38,3 – 71,4).

Среди бета-лактамаз SHV-типа было выявлено 34 
варианта (SHV-1, -11, -12, -13, -26, -27, -28, -31, -36, 
-40, -56, -67, -70,-77, -78, -79, -80, -81, -85, -89, -94, 
-96, -98, -106, -110, -129, -145, -155, -172, -178, -179, 
-193, -194, -199). В этой группе превалировали blaSHV-28 
(12) и blaSHV-106 (12), что составило по 31,6% соответ-
ственно от общего числа штаммов, которые объединины в 
один кластер, включающий в себя ST14 и ST15. В группе 
ферментов CTX-M-группы определены 11 генетически 
родственных кластеров (CTX-M-3, -9, -14, -15, -27, 
-55, -65, -99, -122, -196, -1225). Преобладали типы 
blaCTX-M-14 (20) и blaCTX-M-15 (16) – соответственно 52,6% 
и 42,1%, штаммы которых также относились к ST14 и 
ST15. Среди бета-лактамаз ТЕМ-типа установлены 10 
вариантов (ТЕМ-1А, -1В, -1С, -40, -141, -150, -171, 
-206, -209, -214). 

Продуценты бета-лактамаз класса D, представ-
ленные ферментами оксациллиназ расширенного спектра 
OXA-подгруппы, выявлены в 22 изолятах: OXA-9 
(20) 52,6% (95% ДИ: 35,82 – 69,02) и OXA-1 (2) 
5,3% (95% ДИ: 0,64 – 17,75). Изоляты, относящиеся 
к ST14, в 100% случаев являлись носителями OXA-9. 

Сравнительная характеристика частоты обнару-
жения сериновых бета-лактамаз классов А, D и окса-
циллиназ в штаммах K. pneumoniae, изолированных 
со слизистых детей и с объектов окружающей среды 
отделения (рис. 2), не выявила статистически значимых 
различий, p>0,05. В группе ферментов бета-лактамаз 
расширенного спектра класса А в 4 раза реже обнаружи-
вались продуценты blaTEM-типа при сравнении с другими 
типами (p<0,05).

В исследованных изолятах были выявлены гены 
металло-бета-лактамаз blaNDM-4 (18) – 47,4% (95% 
ДИ: 30,98 – 64,18) и blaNDM-1 (4) – 10,5% (95% ДИ: 
2,94 – 24,8). Частота обнаружения указанных генов в 
изолятах, выделенных от детей (11) и с объектов окру-
жающей среды (11), составила по 28,9% (95% ДИ: 
15,42 – 45,9) соответственно.

Анализ генетического профиля резистентно-
сти к бета-лактамным антибиотикам сиквенс-типов 
ST14, ST15 и ST730 штаммов K. pneumoniae, изо-
лированных как со слизистых детей, так и с объектов 
окружающей среды, выявил их генетическое подобие 
(табл. 4).

Кроме того, определение генотипического про-
филя выявило, что 32 изолята (82,1% (95% ДИ: 
66,47 – 92,46)) имели детерминанты резистентно-
сти к фторхинолонам: qnrS1 – 26 (66,7%) штаммов, 
qnrВ4 – 5 (12,8%) штаммов, qnrВ6 – 4 (10,3%) 
и qnrВ1 – 1 (7,7%). Несколько штаммов (5) име-
ли гены двух детерминант АМП. Гены ферментов 
аминогликозид ацетилтрансфераз, обуславливаю-
щие одновременную инактивацию фторхинолонов 
и аминогликозидов, выявлены в геномах 24 (61,5% 
(95% ДИ: 44,62 – 76,64)) штаммов. В этой группе 
маркеров резистентности преобладали aac(6)-Ib-cr, 
обнаруженные в 23 изолятах (59,0% (95% ДИ: 
42,1 – 74,43)), а также aac(6)-Ib – в 14 и aac(6)-
Ib3 – в 7 изолятах.

Л.В. Катаева и др., с. 32–45
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Рис. 2. Частота обнаружения генов сериновых бета-лактамаз классов А и D в штаммах K. pneumoniae,  
изолированных от пациентов и с объектов окружающей среды (%)

Сравнительная характеристика фенотипи-
ческой антибиотикорезистентности штаммов 
K. pneumoniae с наличием маркеров генов резистент-
ности 

Определение антибиотикорезистентности 
штаммов K. pneumoniae диско-диффузионным мето-
дом (ДДМ) свидетельствует о том, что все изоляты 
проявляли резистентность в 100% случаев только к 
амоксициллин/клавулановой кислоте. Штаммы, изо-

лированные от детей, были резистентными к цефта-
зидиму и цефотаксиму в 90,0% случаев, амикацину 
– 80,0%, к карбапенемам – 60,0% и ципрофлокса-
цину – 20,0%. 

Количество резистентных штаммов, выделенных 
из смывов с объектов окружающей среды отделения, 
было несколько меньше: к цефтазидиму – 85,0%, це-
фотаксиму – 75,0%, амикацину и карбапенемам – по 
40,0% и ципрофлоксацину – 10,0%.

Таблица 4
Генотипический профиль резистентности ST14, ST15 и ST730 штаммов K. pneumoniae  

в отношении бета-лактамных антибиотиков

Исследуемый  
материал (аб.ч/%) ST Номер 

штамма 

Сериновые бета-лактамазы MBL

Класс А Класс D Класс В

Слизистые детей 
(4/10,5%) 14

B-9160 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15

- 

blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

B-9165 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15 blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

B-9168 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15 blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

B-9161 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15 blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

Слизистая rectum 
(1/2,6%) 14 B-9167 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-9; blaCTX-M-15 - blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

Объекты  
окружающей среды 

(4 /10,5%)
14

B-9206 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15

-

blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

B-9208 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15 blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

B-9210 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15 blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

B-9216 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-14; blaCTX-M-15 blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

Слизистая зева 
(1/2,6%) 15 B-9174 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-55

blaTEM-1B, 
blaTEM-141,
blaTEM-206, 
blaTEM-209,
blaTEM-214

- - blaNDM-4
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Слизистая rectum 
(1/2,6%) 15 B-9178 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-55

blaTEM-1B, 
blaTEM-141,
blaTEM-206, 
blaTEM-209,
blaTEM-214

- - blaNDM-4

Объекты окружаю-
щей среды 
(1/2,6%)

15 B-9218 blaSHV-28; blaSHV-106 blaCTX-M-55

blaTEM-1B, 
blaTEM-141,
blaTEM-206, 
blaTEM-209,
blaTEM-214

- - blaNDM-4

Слизистая зева
(1/2,6%)

730

B-9169
blaSHV-26; blaSHV-145, 
blaSHV-179; blaSHV-194,

blaSHV-199, blaCTX-M-9; blaCTX-M-15 -

blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

Объекты окружаю-
щей среды
 (1/2,6%)

B-9215
blaSHV-26; blaSHV-145, 
blaSHV-179; blaSHV-194,

blaSHV-199,

blaLAP-2 blaOXA-9 blaNDM-4

Все изоляты, резистентные к цефтазидиму и 
цефотаксиму, в 100% случаев обладали генами цефало-
спориназ (blaSHV, blaCTX-M, blaTEM, blaLAP); 91,7% (11 из 
12) штаммов, резистентных к имипенему и меропенему, 
изолированных от детей, и 72,7% (8 из 11) штаммов – с 
объектов окружающей среды, сопровождались наличием 
генов фермента металло-бета-лактамазы (blaNDM).

Среди штаммов, резистентных к ципрофлокса-
цину, только у 15,6% (5 из 32) выявлены гены (qnrS1, 
qnrВ1, qnrВ4 qnrВ6), кодирующие резистентность к 
фторхинолонам. Штаммы, изолированные от новорож-
денных, резистентных к амикацину, в 84,6% случаев 
(11 из 13) обладали генами (aac(6)-Ib-cr, aac(6)-Ib, 
aac(6)-Ib3), а изолированные из объектов окружающей 
среды – в 75,0% (6 из 8).

Обсуждение

В отделениях интенсивной терапии вьетнамских 
детских больниц от пациентов наиболее часто выделяют-
ся бактерии K. pneumoniae, являющиеся возбудителями 
инфекций, связанных с оказанием медицинской помощи 
[11, 13, 19]. Проведенный анализ генетического разно
образия исследованных штаммов K. pneumoniae, изоли-
рованных от пациентов ОРИТ педиатрического госпита-
ля и с поверхностей объектов окружающей среды этого 
отделения, выявил их гетерогенность. Мультилокусное 
сиквенс-типирование установило, что исследованные 
штаммы отнесены к 20 сиквенс-типам, среди них пре-
валировали ST14, ST15, ST1741, ST1224. Кроме того, 
по два штамма отнесены к сиквенс-типам ST37, ST730 
и ST1838. 

Имеются сведения о том, что ST14 и ST15 рези-
стентных бактерий K. pneumoniae относятся к клональ-
ным линиям высокого риска, распространяющимся по 

всему миру и участвующим в нозокомиальных вспышках 
[5, 24]. Первоначально считалось, что ST14 и ST15 
тесно связаны, поскольку все аллели MLTS идентичны, 
за исключением одной точечной мутации в локусе infB. 
Вместе с тем на основе анализа наборов геномных данных 
исследователями сделан вывод о том, что это два разных 
типа [24, 30]. 

Из литературных источников также известно, что 
штаммы ST15, ST37, ST147 относят к сиквенс-типам 
«высокого риска» [6, 12, 31]. Результаты нашего ис-
следования подтверждают эти данные: ST14 и ST15 
были обнаружены на слизистых детей и с объектов 
окружающей среды, а ST37, ST147 – только с объектов 
окружающей среды. 

Проблема циркуляции гипервирулентных пато-
типов бактерий K. pneumoniae начала свою историю в 
1980-е годы в странах Тихоокеанского региона (Тайвань, 
Китай, Сингапур), и в настоящее время они имеют 
глобальное распространение. Наиболее важными мар-
керами вирулентности в клинической практике считают 
гипермукоидные фенотипы, относящиеся к капсульным 
серотипам КL1 и КL2 [1, 11, 17, 25, 33]. Кроме того, 
среди часто выявляемых во всем мире серотипов также 
отмечают KL5, КL62 и KL107 [17, 21]. 

Анализ капсульных антигенов исследованных 
нами штаммов выявил 13 серотипов, среди них регистри-
ровался серотип, являющийся признанным маркером 
вирулентности – КL2, который определен у 23% 
штаммов. Также выявлены серотипы KL107 – 12,8%, 
КL62 – 7,7% и KL5 – 2,5%, широко распространенные 
на разных континентах.

Липополисахаридная цепочка, входящая в струк-
туру наружной мембраны K. pneumoniae, обладает анти-
генными свойствами и служит признаком для разделения 
их на О-серотипы, отличающиеся составом сахаров, 
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гликозидных связей [1]. Имеются данные о том, что 
серотипы О1, О2, О3 и О5 наиболее распространены и 
выявляются в 80% случаев инфекций, вызванных бак-
териями K. pneumoniae [17, 18]. Серогруппа О-антигена 
О1, в частности, экспрессируется у 30–40% изолятов 
K. pneumoniae [34]. 

Результаты нашего исследования по О-антигену 
показали, что 50% штаммов имели антигены серотипа 
О1, 15,4% – О3 и 10,3% – О2, что подтверждает 
установленные ранее данные о распространенности 
указанных О-серогрупп, характеризующих гипервиру-
лентные K. pneumoniae.

Данные Всемирной организации здравоохране-
ния за 2019 год свидетельствуют о том, что не менее 
700000 человек умирали ежегодно из-за заболеваний, 
вызванных лекарственно устойчивыми микроорганиз-
мами. Устойчивость к АМП способствует развитию 
осложнений у такой уязвимой группы пациентов, как 
новорожденные [28]. Установлено, что исследуемые 
штаммы обладали устойчивостью к бета-лактамным 
антибиотикам. Практически во всех штаммах обнаруже-
ны гены бета-лактамаз нескольких типов одновремен-
но. Исключение составил один штамм K. pneumoniae 
B-9171, изолированный со слизистой прямой кишки 
новорожденного, в структуре генома которого гены-
продуценты бета-лактамаз не были найдены. Среди 
сериновых бета-лактамаз класса А в штаммах, изоли-
рованных как от пациентов, так и с объектов окружа-
ющей среды, превалировали ферменты blaCTX-M-типа, 
blaSHV-типа и blaLAP. Известно [3, 27], что аллотип 
blaCTX-M-15 относится к эволюционной группе blaCTX-M-1 
цефалоспориназ, имеет глобальное распространение и 
является наиболее эпидемически значимым (выявляется 
в 87% случаев). Обнаружение бета-лактамазы blaLAP-2, 
относящейся к классу А, обеспечивает устойчивость к 
сульфаниламидам, триметоприму и цефалоспоринам 
третьего поколения [20].

В геномах изученных нами штаммов обнаружены 
штаммы-продуценты металло--лактамазы blaNDM-1, 
blaNDM-4. Данные литературы также указывают на 
наличие в нозокомиальных изолятах K. pneumoniae 
генов blaNDM и кодируемых ими ферментов NDM-1, 
обеспечивающих резистентность к практически всем 
бета-лактамным антибиотикам, включая карбапенемы 
[8, 23, 29]. 

В штаммах K. pneumoniae в 82,0% (32 из 39) 
случаев определены детерминанты резистентности к 
фторхинолонам (qnrS1) и ген fosA, обеспечивающий 
резистентность к фосфомицину – 97,4% (38 из 39). 

Следует отметить, что выявление генетических 
детерминант антибиотикорезистентности в штаммах, 
циркулирующих в окружающей среде и контаминирую-
щих пациентов, не всегда соответствует их фенотипиче-
ским свойствам, обеспечивающим регуляцию экспрессии 
генов резистентности. Известно, что физиологические и 
генетические основы антибиотикорезистентности могут 
широко варьировать. Анализ уровня резистентности к 
антимикробным препаратам, основанный исключительно 
на фенотипическом тестировании, дает неполную картину 
потенциала устойчивости бактериальных популяций, 
особенно учитывая спящие гены резистентности, ко-
торые способны довольно легко восстанавливать свою 
экспрессию [22, 26, 32].

Надо подчеркнуть, что штаммы K. pneumoniae, 
обладающие наибольшим набором генетических детерми-
нант резистентности, проявляли устойчивость к соответ-
ствующим антимикробным препаратам, установленную 
ДДМ. Исключение составили штаммы, резистентность 
которых к ципрофлоксацину составила 15,6%, в то время 
как все они обладали генами, детерминирующими рези-
стентность к фторхинолонам.

Заключение

Изученная группа изолятов K. pneumoniae, вы-
деленных от пациентов и с объектов окружающей среды 
ОРИТ, характеризовалась генетическим разнообразием. 
Штаммы принадлежали к 20 сиквенс-типам, 13 сиквенс 
серотипам по наличию капсульного антигена и 12 сиквенс 
серотипам по О-антигену. Обнаружение генетически 
родственных штаммов на слизистых оболочках не-
скольких пациентов (ST14, ST15, ST1224 и ST1741) 
и в смывах с объектов окружающей среды отделения 
указывает на контаминацию детей медицинским персона-
лом во время проведения лечебно-диагностических про-
цедур. Кроме того, установленное генетическое родство 
циркулирующих штаммов изученной группы с большой 
долей вероятности свидетельствует о том, что штаммы 
эпидемиологически связаны. Длительная циркуляция 
штаммов K. pneumoniae на объектах окружающей среды 
указывает на их высокую жизнеспособность и резистент-
ность к антисептическим и дезинфицирующим средствам. 
Внедрение микробиологического мониторинга с при-
менением молекулярно-генетических методов позволит 
контролировать распространение генетических детерми-
нант вирулентности и резистентности циркулирующих 
в медицинской организации штаммов K. pneumoniae. 
Молекулярная характеристика штаммов – возможных 
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возбудителей ИСМП – даст возможность генетически 
идентифицировать их и прогнозировать эпидемиологи-
ческую ситуацию.
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GENETIC DIVERSITY OF KLEBSIELLA PNEUMONIAE STRAINS ISOLATED 
FROM NEWBORNS AND FROM ENVIRONMENTAL OBJECTS  

OF A PEDIATRIC HOSPITAL IN THE SOCIALIST REPUBLIC OF VIETNAM

L.V. KATAEVA, O.V. POSOYUZNYKH, A.A. VAKARINA, T.F. STEPANOVA

Tyumen Research Institute of Region Infection Pathology of Rospotrebnadzor, Tyumen

One of the main problems of modern medicine is the increase in infections associated with the provision of medical care. Of 
great concern is the increase in nosocomial infections caused by resistant strains of K. pneumoniae worldwide. Studying their genetic 
diversity will reveal the places of their circulation and the mechanisms of resistance formation. The purpose of the study was to study 
the molecular genetic characteristics of K. pneumoniae bacteria isolated from environmental objects and from patients in the intensive 
care unit of a children’s hospital in Vietnam. 38 strains of K. pneumoniae were studied using whole-genome sequencing. It was found 
that 31.6% of strains isolated from patients and environmental objects belonged to sequence types ST14 and ST15. Strains of one ST 
were characterized by homogeneity in O- and capsular antigens, markers of antibiotic resistance. The genotypic profile of antibiotic 
resistance markers revealed the presence of resistance determinants to third generation cephalosporins, carbapenems, fluoroquinolones, 
aminoglycosides, chloramphenicol and fosfomycin. The genetic relationship of K. pneumoniae isolates circulating on environmental 
objects and mucous membranes of patients in a particular department has been established. Molecular characterization of strains that 
are possible causative agents of HCAI will make it possible to predict the epidemiological situation.

Keywords: K. pneumoniae, whole genome sequencing, sequence serotyping, markers of antibiotic resistance, newborns, 
environmental objects.
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МОНИТОРИНГ КАЧЕСТВА ПОЛУФАБРИКАТОВ СЫВОРОТОЧНЫХ 
ПРЕПАРАТОВ ДЛЯ IN VITRO ДИАГНОСТИКИ ОПАСНЫХ 

ИНФЕКЦИОННЫХ БОЛЕЗНЕЙ

В.В. РОГОЖИН*, Т.Ю. КИРИЛЛОВА, В.Н. МАКСИМОВА, В.В. ВОЛОСЕВИЧ, И.В. ШАМИН, 
Е.Ю. ИВАНЯТОВ, А.С. ФЕСЬКОВА, М.В. ОВЧИННИКОВА, А.К. НИКИФОРОВ 

ФКУН Российский противочумный институт «Микроб», Саратов

Стратегическое планирование и разработка детализированной системы всего производственного процесса в целом 
основываются на результатах мониторинга каждого технологического этапа отдельно. Мониторинг же базируется на опера-
тивном и ретроспективном обследовании и контроле заданных параметров производственного этапа. Оперативный контроль 
ориентирован на решение первоочередных вопросов и по времени приближен к моменту проведения какой-либо операции; при 
проведении ретроспективного мониторинга сравнивают плановые показатели с полученными результатами, а также учитывают 
прошлый опыт, что дает возможность оптимизировать процессы и регулировать возможные риски. В работе представлены 
результаты ретроспективного и оперативного мониторинга производственных этапов получения и хранения полуфабрикатов 
чумных, холерных и псевдотуберкулезных диагностических сывороток и иммуноглобулинов. 

Ключевые слова: производство медицинских изделий для in vitro диагностики, мониторинг, анализ качества, полу-
фабрикаты, иммунные сыворотки.
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Введение

Обязательный мониторинг каждого технологи-
ческого этапа является основой для стратегического 
планирования и разработки детализированной системы 
всего производственного процесса в целом. Сам же мо-
ниторинг заключается в оперативном и ретроспективном 
обследовании и контроле заданных параметров произ-
водственного этапа [9]. В повседневной деятельности 
возникает необходимость проведения оперативного 
контроля. Он ориентирован на решение задач, насущно 
стоящих перед производственной деятельностью, по 
времени приближен к моменту проведения какой-либо 
операции и базируется на данных первичного учета. 
Текущее оперативное обследование также может осу-
ществляться в момент сбоев и аварийных ситуаций. При 
проведении ретроспективного мониторинга сравнивают 
плановые показатели с достигнутыми результатами, 
а также учитывают прошлый опыт, что позволяет 

оптимизировать процессы и регулировать возможные 
риски. Всесторонний производственный мониторинг, 
основанный на данных оперативного анализа в со-
четании с ретроспективным, способствует выявлению 
неиспользованных резервов и быстрому определению 
недочетов в работе [2]. Основная задача мониторинга 
– это определение отклонений от программы действий, 
заданной решением, а также своевременное принятие 
адекватных мер для устранения таких отклонений [3].

В практике изготовления иммунобиологических 
препаратов для индикации и идентификации возбудите-
лей опасных инфекционных болезней на каждом произ-
водственном этапе должны проводиться комплексные 
анализы контрольных/ключевых точек технологического 
процесса, одной из которых является контроль и анализ 
качества полуфабрикатов. Полуфабрикатами диагности-
ческих сывороток и иммуноглобулинов служат иммун-
ные сыворотки, полученные путем гипериммунизации 
животных-продуцентов (лошадей, кроликов, баранов) 
соответствующими антигенами [4, 6].

Качество полуфабрикатов зависит от таких 
факторов, как соблюдение научно обоснованных схем 
иммунизаций и кровеотбора, физиологическое состо-
яние продуцента, состав консервантов, поддержание 
санитарно-гигиенического состояния оборудования, 
выбор производственных помещений, тары, соблюдение 
режимов длительного хранения [1, 5, 8].
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Мониторинг качества иммунных сывороток 
– это определение и анализ комплекса показателей, 
основу которых составляют специфическая активность 
и специфичность. Наряду с определением данных ха-
рактеристик обязательным представляется контроль 
физико-химических параметров полуфабрикатов. Обя-
зательная проверка иммунных сывороток предусмотрена 
на протяжении всего периода эксплуатации продуцента, 
а также, согласно промышленным регламентам, ревизия 
качества полуфабрикатов осуществляется перед его за-
кладкой на хранение и затем ежегодно в течение 5 лет. 
Такой нормируемый период зачастую может приводить 
к нерациональному использованию сырья и необоснован-
ным трудовым затратам, что негативно сказывается на 
экономической составляющей производственного про-
цесса. Однако, согласно наблюдению, при долгосрочном 
хранении спецификационная стабильность полуфабри-
катов в некоторых случаях сохраняется, что повышает 
интенсификацию изготовления готового продукта путем 
исключения определенных стадий технологического про-
цесса [7, 10]. 

Результаты анализа рассматриваемых техно-
логических этапов представляются определяющими 
факторами при принятии решения о пригодности по-
луфабриката для изготовления диагностического пре-
парата. Это учитывается по определению направления 
производственного процесса в вопросе эксплуатации 
продуцента: частичной и полной остановки иммуниза-
ции и/или эвтаназии животного, перевода продуцента 
на другой антиген; по пересмотру иммунизирующих 
схем; по изменению сроков хранения полуфабрикатов 
и т.д.

В связи с этим целью настоящей работы явилось 
проведение оперативного и ретроспективного контроля 
качества различных видов полуфабрикатов диагности-
ческих сывороточных препаратов и на основании полу-
ченных результатов определение дальнейшей стратегии 
производственного процесса в части технологических 
стадий по иммунизации животных-продуцентов, полу-
чению, хранению и использованию полуфабрикатов.

Материалы и методы

Оперативный анализ проводили на основе иссле-
дования полуфабрикатов агглютинирующих сывороток 
чумных, псевдотуберкулезных, холерных О1 и RO от 
животных-продуцентов, гипериммунизированных со-
ответствующими антигенами. Исследовали 16 проб, 
взятых после окончания 1, 3 и 5 циклов иммунизации и 

после перерыва (отдыха) по разработанному графику. 
Также анализировали 5 образцов полуфабрикатов экс-
периментальной агглютинирующей сыворотки холерной 
О139 после всех проведенных циклов инъекций первого 
года иммунизации и перерыва. 

Необходимо отметить, что продуценты иммуни-
зировались антигенами по запланированным схемам и в 
дозах, установленных соответствующими регламентами. 

Для проведения ретроспективного анализа данных 
по качеству полуфабрикатов была осуществлена рандо-
мизированная выборка лошадиных холерных О1 и RO, 
чумных и псевдотуберкулезных агглютинирующих сыво-
роток, полученных в период с 2010 по 2022 гг. Изучали 
56 образцов за период хранения 1, 2, 3, 5, 7, 10 и 12 лет. 

Качество оценивали по показателям специфиче-
ской активности и специфичности, измеряли уровень рН, 
содержание белка, стерильность.

Активность и специфичность сывороток определя-
ли в развернутой реакции агглютинации с гомологичными 
и гетерологичными штаммами соответствующих видов 
микроорганизмов.

рН определяли по ГФ XIV изд,  ОФС 
1.2.1.0004.15. «Ионометрия», п. 3. Потенциометриче-
ское определение рН». 

Определение белка проводили спектрофотометри-
чески при длине волны 260 и 280 нм. Расчет осущест-
вляют по формуле Калькара: 

x = 1,45×D(280) - 0,75×D(260),

где х – содержание белка, мг/мл; D(280) – оп-
тическая плотность раствора при длине волны 280 нм; 
D(260) – оптическая плотность раствора при длине волны 
260 нм. 

Стерильность образцов контролировали путем 
посева по 0,5 мл каждого образца сыворотки на 6 про-
бирок, содержащих по 20 мл тиогликолевой среды. Три 
пробирки выдерживали при температуре от 30 до 35 °С 
для выявления аэробных и анаэробных микроорганизмов, 
а другие три пробирки – при температуре от 20 до 25 °С 
для выявления грибов и бактерий с оптимумом роста в 
данном температурном режиме в течение 14 сут. В тече-
ние всего срока инкубации осуществляли периодический 
визуальный просмотр посевов. В случае пророста хотя 
бы в одном из засеянных объектов контроль повторяли 
на удвоенном количестве образцов сыворотки. В от-
сутствие помутнения или осадка в повторном контроле 
полуфабрикат признавали стерильным. При наличии в 
повторном контроле пророста хотя бы в части посевов 
образцы браковали. 
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Результаты и обсуждение

Оперативный анализ образцов агглютинирующих 
сывороток холерных, чумных и псевдотуберкулезных 
проводили на основании результатов исследований, 
представленных в таблицах 1, 2 и 3.

Оперативный мониторинг полуфабрикатов по-
казал, что на первых этапах иммунизации (пять циклов 
инъекций за первый год гипериммунизации) наблюда-
лись незначительное увеличение количества специфиче-
ских антител в сыворотках крови продуцентов (см. табл. 

1) и отсутствие специфичности полученных сывороток 
(см. табл. 2) при введении соответствующих корпуску-
лярных антигенов. Анализ результатов укладывался в 
рамки стандартного процесса постепенного нарастания 
титра антител в сыворотках, соответствующего регла-
ментным нормам, в течение 2–3 лет с начала иммуни-
зации животного [8] и не предусматривает проведения 
каких-либо корректировок производственного этапа на 
данный момент. Физико-химические показатели им-
мунных продуктов соответствовали регламентируемым 
нормам. Все образцы были стерильны. 

Таблица 1
Аналитические характеристики сывороток агглютинирующих холерных 

Наименование сыворотки, цикл 
иммунизации 

Титр специфических 
антител* Специфичность** Стерильность рН Содержание 

белка, %

Сыворотка холерная О1, 1 цикл 1:200 Соответствует Стерильно 8,67 6,24

Сыворотка холерная О1, 3 цикл 1:200 Соответствует Стерильно 8,72 5,51

Сыворотка холерная О1, 5 цикл 1:800 Соответствует Стерильно 8,50 4,00

Сыворотка холерная О1, после отдыха 1:800 Соответствует Стерильно 8,41 4,80

Сыворотка холерная RО, 1 цикл 1:100 Соответствует Стерильно 8,64 6,00

Сыворотка холерная RО, 3 цикл 1:200 Соответствует Стерильно 8,64 6,00

Сыворотка холерная RО, 5 цикл 1:200 Соответствует Стерильно 8,64 6,00

Сыворотка холерная RО, после отдыха 1:200 Соответствует Стерильно 8,70 5,63

Примечание: * – специфический титр сыворотки холерной О1 должен быть ниже 1:3200, сыворотки холерной RО – ниже 
1:1600. ** – сыворотка агглютинирующая холерная О1 не должна агглютинировать культуры V. cholerae не О1 в S-форме 
в разведении более, чем 1:100, в пробирочной РА и РА на стекле. Сыворотка агглютинирующая холерная RО не должна 
агглютинировать штаммы V. cholerae О1 классического и эльтор биоваров в S-форме в разведении более, чем 1:100

Таблица 2 
Аналитические характеристики сывороток агглютинирующих чумных и псевдотуберкулезных

Наименование сыворотки, цикл  
иммунизации 

Титр специфических 
антител* Специфичность** Стерильность рН Содержание 

белка, %
Сыворотка чумная, 1 цикл 1:50 Не соответствует Стерильно 8,67 6,24
Сыворотка чумная, 3 цикл 1:50 Не соответствует Стерильно 8,72 5,51
Сыворотка чумная, 5 цикл 1:50 Не соответствует Стерильно 8,50 4,00
Сыворотка чумная, после отдыха 1:100 Не соответствует Стерильно 8,50 4,00
Сыворотка псевдотуберкулезная, 1 цикл 1:50 Не соответствует Стерильно 8,64 6,00
Сыворотка псевдотуберкулезная, 3 цикл 1:50 Не соответствует Стерильно 8,64 6,00
Сыворотка псевдотуберкулезная, 5 цикл 1:50 Не соответствует Стерильно 8,50 4,00
Сыворотка псевдотуберкулезная, после отдыха 1:50 Не соответствует Стерильно 8,50 4,00

Примечание: * – специфический титр чумной сыворотки в развернутой реакции агглютинации (РА) должен быть не 
ниже 1:5120, псевдотуберкулезной – не ниже, чем 1:800. ** – сыворотка чумная не должна агглютинировать культуры 
Y. pseudotuberculosis и S. sonnei в разведении более, чем 1:400, в пробирочной РА. Сыворотка псевдотуберкулезная не 
должна агглютинировать культуры Y. pestis, Y. enterocolitika, S. sonnei, S. typhi, S. рaratyphi в разведении более, чем 1:400, 
в пробирочной РА
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В таблице 3 продемонстрированы результаты 
мониторинга экспериментальной сыворотки холерной 
О139. Определено, что показатели активности иссле-
дованных образцов находились ниже предполагаемого 
уровня (по аналогии с полуфабрикатом коммерческой 
сыворотки холерной О139), специфичность отсутство-
вала. На основании полученных данных было принято 
решение об изменении доз и кратности вводимого 
антигенного материала и о возможности применения 

адъюванта с целью создания дополнительного депо 
антигена. 

Физико-химические показатели иммунных про-
дуктов соответствовали регламентируемым нормам. Все 
образцы были стерильны. 

На основании результатов исследований, пред-
ставленных в таблицах 4 и 5, проводили ретроспектив-
ный мониторинг образцов агглютинирующих сывороток 
холерных, чумных и псевдотуберкулезных. 

Таблица 3 
Аналитические характеристики сыворотки агглютинирующей холерной О139 

Цикл иммунизации Титр специфических антител* Специфичность** Стерильность рН Содержание белка, %

1 - Не соответствует Стерильно 8,67 6,24

2 - Не соответствует Стерильно 8,60 6,21

3 1:100 Не соответствует Стерильно 8,53 6,00

4 1:200 Соответствует Стерильно 8,50 5,00

после отдыха 1:200 Соответствует Стерильно 8,41 5,80

Примечание: * – специфический титр сыворотки холерной не О1 О139 должен быть ниже 1:400. ** – сыворотка в раз-
ведении 1:10 должна агглютинировать в РА на стекле штаммы V. cholerae О139 серогруппы не менее, чем на 3 креста, и не 
должна агглютинировать штаммы V. cholerae О1 и других серогрупп в S-форме

Таблица 4 
Аналитические характеристики сывороток агглютинирующих холерных

Наименование сыворотки, срок хранения Титр специфических 
антител* Специфичность** Стерильность рН Содержание 

белка, %
Сыворотка холерная (2 образца) О1, 1 год 1:6400 Соответствует Стерильно 8,67 6,24

Сыворотка холерная (2 образца) О1, 2 года 1:6400 Соответствует Стерильно 8,72 5,51

Сыворотка холерная (2 образца) О1, 3 года 1:3200 Соответствует Стерильно 8,50 4,00

Сыворотка холерная (2 образца) О1, 5 лет 1:3200 Соответствует Стерильно 7,74 3,83

Сыворотка холерная (2 образца) О1, 7 лет 1:3200 Соответствует Стерильно 8,33 4,44

Сыворотка холерная (2 образца) О1, 10 лет 1:3200 Соответствует Стерильно 8,44 3,35

Сыворотка холерная О1, 12 лет 1:400 Соответствует Стерильно 8,44 3,35

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 1 год 1:1600 Соответствует Стерильно 8,60 4,26

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 2 года 1:1600 Соответствует Стерильно 8,64 6,00

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 3 года 1:1600 Соответствует Стерильно 8,56 6,25

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 5 лет 1:1600 Соответствует Стерильно 8,58 5,53

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 7 лет 1:1600 Соответствует Стерильно 8,47 4,37

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 10 лет 1:1600 Соответствует Стерильно 8,52 6,52

Сыворотка холерная (2 образца) RO, 12 лет 1:800 Соответствует Стерильно 8,50 6,50

Примечание: * – специфический титр сыворотки холерной О1 должен быть ниже 1:3200, сыворотки холерной RО – ниже 
1:1600. ** – сыворотка холерная О1 не должна агглютинировать культуры V. cholerae не О1 в S-форме в разведении более, 
чем 1:100, в пробирочной РА и РА на стекле. Сыворотка агглютинирующая холерная RО не должна агглютинировать 
штаммы V. cholerae О1 классического и эльтор биоваров в S-форме в разведении более, чем 1:100

В.В. Рогожин и др., с. 46–52
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Таблица 5 
Аналитические характеристики сывороток агглютинирующих чумных и псевдотуберкулезных

Наименование сыворотки, срок хранения Титр специфиче-
ских антител* Специфичность** Стерильность рН Содержание 

белка, %
Сыворотка чумная (1 образец), 1 год 1:10240 Не соответствует Стерильно 8,50 7,20
Сыворотка чумная (1 образец), 2 года 1:5120 Не соответствует Стерильно 8,74 6,30
Сыворотка чумная (1 образец), 3 года 1:5120 Не соответствует Стерильно 9,1 5,20
Сыворотка чумная (1 образец), 5 лет 1:5120 Не соответствует Стерильно 8,45 5,60
Сыворотка чумная (1 образец), 7 лет 1:320 Не соответствует Стерильно 8,77 6,80
Сыворотка чумная (1 образец), 10 лет 1:320 Не соответствует Стерильно 8,92 6,10
Сыворотка чумная (1 образец), 12 лет 1:320 Не соответствует Стерильно 8,92 6,25
Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец), 1 год 1:1600 Не соответствует Стерильно 9,0 7,50
Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец),  
2 года 1:1600 Не соответствует Стерильно 8,32 5,20

Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец) 3 года 1:1600 Не соответствует Стерильно 8,40 4,36
Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец), 5 лет 1:1600 Не соответствует Стерильно 9,30 7,23
Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец), 7 лет 1:200 Не соответствует Стерильно 8,62 6,89
Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец),  
10 лет 1:200 Не соответствует Стерильно 8,85 6,71

Сыворотка псевдотуберкулезная (1 образец),  
12 лет 1:100 Не соответствует Стерильно 8,85 5,3

Примечание: * – специфический титр чумной сыворотки в развернутой реакции агглютинации (РА) должен быть не 
ниже 1:5120, псевдотуберкулезной – не ниже, чем 1:800. ** – сыворотка чумная не должна агглютинировать культуры 
Y. pseudotuberculosis и S. sonnei в разведении более, чем 1:400, в пробирочной РА. Сыворотка псевдотуберкулезная не 
должна агглютинировать культуры Y. pestis, Y. enterocolitika, S. sonnei, S. typhi, S. рaratyphi в разведении более, чем 1:400, 
в пробирочной РА

Результаты исследования агглютинирующих сыво-
роток свидетельствовали об относительной стабильности 
свойств большей части изучаемых полуфабрикатов (42 из 
56 проб) в установленный срок хранения – 5 лет. Однако 
наблюдалось резкое снижение содержания специфических 
антител в холерных сыворотках при хранении более 10 лет, 
чумных и псевдотуберкулезных – после 5 лет. Специ
фичность холерных полуфабрикатов и ее отсутствие у 
чумных и псевдотуберкулезных сывороток обусловлены 
особенностью антигенного материала и не противоречат 
стандартной схеме получения гипериммунных сывороток. 
Результаты определения спецификационных характери-
стик 14 образцов полуфабрикатов чумных и псевдотубер-
кулезных сывороток, не указанных в таблице 5, констати-
ровали их непригодность для дальнейшего использования, 
выражающуюся в титрах специфических антител ниже 
регламентного уровня уже после 1 года хранения. 

Оперативное исследование выявило недостаточ-
ную эффективность гипериммунизации продуцентов 
холерным О139 антигеном, что служит основанием для 
детальной проработки дальнейших действий по получе-

нию активного и специфичного экспериментального им-
мунного продукта. Оценка полуфабрикатов для выпуска 
коммерческих препаратов холерных О1, RO, чумных и 
псевдотуберкулезных сывороток подтверждает тактику 
проведения иммунизации без внесения изменений в 
технологические этапы. Ретроспективный анализ ста-
бильности холерных сывороток О1 и RO, хранившихся 
10 лет и не утративших своих свойств, дает основание 
для возможного продления сроков годности указанных 
полуфабрикатов с внесением соответствующих из-
менений в промышленный регламент на производство. 
Сроки хранения полуфабрикатов чумных и псевдоту-
беркулезных сывороток не подлежат корректировке и 
соответствуют регламентированному периоду. Однако, 
несмотря на обозначенную продолжительность хранения 
полуфабрикатов, необходим индивидуальный подход к 
каждому иммунному продукту с ежегодной проверкой 
его спецификационного качества. 

Таким образом, результаты проведенного мони-
торинга качества иммунных продуктов являются осно-
вополагающим фактором в принятии управленческих 
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решений в части производственного процесса, касаю-
щегося получения, накопления, хранения и дальнейшего 
использования полуфабрикатов экспериментальных и 
коммерческих сывороточных препаратов для диагностики 
опасных инфекционных болезней. 
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MONITORING THE QUALITY OF SEMI-FINISHED WHEY PREPARATIONS 
FOR IN VITRO DIAGNOSTICS OF DANGEROUS INFECTIOUS DISEASES
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Strategic planning and development of a detailed system for the entire production process as a whole are based on the results 
of monitoring each technological stage separately. Monitoring is based on operational and retrospective examination and control of 
specified parameters of the production stage. Operational control focused on solving priority issues and close in time to the moment of any 
operation. At conducting retrospective monitoring, comparing planned indicators with the results obtained, and also taking into account 
past experience, which makes it possible to optimize processes and regulate possible risks. The work presents results of retrospective 
and operational monitoring of production stages of receipt and storage of semi-finished products plague, cholera and pseudotuberculosis 
diagnostic sera and immunoglobulins.
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ИССЛЕДОВАТЕЛЬСКАЯ КОЛЛЕКЦИЯ ОБРАЗЦОВ СЫВОРОТОК КРОВИ 
ЛЮДЕЙ, ПРОЖИВАЮЩИХ В РОСТОВСКОЙ ОБЛАСТИ

И.Р. СИМОНОВА*, Е.А. БЕРЕЗНЯК, Н.Л. ПИЧУРИНА, А.В. ТРИШИНА, Д.И. СИМАКОВА

ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора, Ростов-на-Дону

В результате проводимых мониторинговых исследований популяционного иммунитета к природно-очаговым инфекциям 
создана информативная паспортизированная коллекция сывороток крови жителей Ростовской области (РО). Основное на-
значение – исследование распространенности серологических маркеров разных инфекций в различных группах населения. 
Разработаны и внедрены в практику основные стандартные операционные процедуры, обеспечивающие развитие и поддер-
жание коллекции. Для автоматизированного учета образцов и аналитической обработки сведений создана и зарегистрирована 
пополняемая база данных. Коллекция образцов сывороток крови с функциями долговременного хранения позволит проводить 
широкомасштабные научные исследования, расширяющие представления об особенностях эпидемиологических процессов 
природно-очаговых инфекций, циркулирующих на территории РО. 

Ключевые слова: исследовательская коллекция сывороток, биообразцы, природно-очаговые инфекции, сероэпидеми-
ологический мониторинг.
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Введение

Одной из серьезных проблем, с которыми сталкива-
ется человечество в XXI веке, является быстрое глобаль-
ное распространение инфекционных болезней, способных 
унести миллионы жизней, нарушить социальный порядок 
и нанести серьёзный экономический ущерб [15].

В Российской Федерации для обеспечения био-
логической безопасности существует эффективная 
система мониторинга, контроля и прогноза развития 
эпидемического процесса социально значимых и опасных 
инфекционных болезней [9, 10]. Изучение популяцион-
ного иммунитета входит в систему эпидемиологического 
надзора. Лабораторно подтвержденные сведения об 
уровне популяционного иммунитета в отношении акту-
альных природно-очаговых инфекций дают возможность 
проводить оценку риска и степени эпидемиологической 
опасности, а также распространенности циркулирующих 
в регионе возбудителей [4, 7].

Спектр природно-очаговой патологии в Ростов-
ской области (РО) в последние годы представлен 11 

нозоформами вирусной (Крымская геморрагическая 
лихорадка (КГЛ), лихорадка Западного Нила (ЛЗН), 
геморрагическая лихорадка с почечным синдромом 
(ГЛПС), бешенство) и бактериальной (иксодовые 
клещевые боррелиозы (ИКБ), бруцеллёз, кишечный 
иерсиниоз, лептоспироз, туляремия, псевдотуберкулез, 
лихорадка Ку) этиологии. В общей структуре заболе-
ваемости природно-очаговыми инфекциями основной 
удельный вес составляет число больных КГЛ, ЛЗН, 
ИКБ – 83,4%. Оставшаяся доля приходится на слу-
чаи заболевания лихорадкой Ку, псевдотуберкулёзом, 
кишечным иерсиниозом, лептоспирозом, бруцеллезом, 
туляремией, ГЛПС, бешенством [2]. Однако, в силу 
сложности дифференциальной диагностики и большого 
числа атипичных форм указанных природно-очаговых 
болезней, далеко не все заболевшие попадают в сферу 
внимания специалистов медицинских организаций.

В отличие от эпидемиологического надзора, 
который учитывает случаи больных с симптомами, по-
ступивших в систему здравоохранения, серологический 
надзор не зависит от текущего статуса заболевания и 
может выявить как симптоматические, так и бессим-
птомные случаи, поскольку профиль антител в организме 
сохраняет следы прошлого воздействия. При исследова-
нии сывороток крови для обнаружения специфических 
антител необходимы очень малые объёмы – порядка 
нескольких микролитров свежего или замороженного 
биоматериала. Серологические исследования возможно 
проводить на таких удобных образцах, как остаточная 
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сыворотка из больничных лабораторий, банков крови и 
из различного рода биоресурсных коллекций [17, 18]. 
В этих случаях надлежащее сохранение образцов имеет 
решающее значение для обеспечения научной достовер-
ности результатов [16].

Исследование сывороток крови позволяет генери-
ровать большой объём информации: о широте циркуляции 
возбудителей природно-очаговых инфекций (ПОИ) на 
разных территориях и среди различных групп населения 
за длительные периоды времени; о причинах и особен-
ностях вспышек неясной этиологии; об эффективности 
противоэпидемических и профилактических меропри-
ятий.

Серомониторинговые исследования населения РО 
подтвердили циркуляцию возбудителей КГЛ, ЛЗН, 
ИКБ, ГЛПС и высокую частоту контактов местного 
населения с указанными этиологическими агентами [1]. 
В ходе проведения научно-исследовательской работы 
возникла необходимость использовать образцы сы-
вороток крови, собранных, обработанных и хранимых 
по единым стандартам, что является гарантией досто-
верности, воспроизводимости и качества получаемых 
результатов. Коллекционирование и стабильная сохран-
ность биообразцов дают возможность повторного, более 
полного изучения материалов с использованием разра-
батывающихся и внедряемых инновационных методов 
лабораторной диагностики, что позволяет осуществлять 
непрерывный контроль значимых инфекций [3].

В соответствии с Государственной программой 
Российской Федерации «Развитие здравоохранения» и 
Стратегией развития медицинской науки в Российской 
Федерации на период до 2025 года, отмечено, что для 
формирования и развития системы эффективного эпиде-
миологического надзора за возбудителями инфекционных 
заболеваний необходимо адекватное информационное 
обеспечение, уровень которого в значительной мере 
определяется наличием паспортизированной коллекции 
сывороток крови [14]. В зависимости от поставленных 
задач использование материалов коллекции сывороток 
крови позволяет проводить широкомасштабные научные 
исследования, которые в значительной мере расширяют 
представления об особенностях эпидемиологических 
процессов многих инфекций [12, 13].

Цель работы – создание биоресурсной коллекции 
образцов сывороток крови жителей Ростовской области 
для изучения популяционного иммунитета к природно-
очаговым инфекциям и разработка основных стандарт-
ных операционных процедур, обеспечивающих развитие 
и поддержание исследовательской коллекции.

Материалы и методы

В исследовательскую пополняемую коллекцию на 
момент регистрации вошли сыворотки крови от здоро-
вых доноров, проживающих на различных администра-
тивных территориях РО. При отборе проб учитывали 
факт постоянного проживания доноров на территориях 
природных и антропургических очагов, установленных 
эпизоотологическим мониторингом и отсутствие в анам-
незе перенесенных ранее ПОИ. Каждой сыворотке 
присваивался уникальный идентификационный номер, а 
обезличенные анкетные данные вносились в электронную 
базу данных. 

Все образцы хранятся при температуре от -70 °С 
до -80 °С, с использованием морозильных камер New 
Brunswick. Все морозильные камеры пронумерованы. 

Специфические антитела в образцах крови доноров 
к возбудителям ПОИ определяли иммуноферментным 
методом (ИФА). В работе использовали зарегистри-
рованные в Российской Федерации тест-системы. По-
становку ИФА осуществляли согласно инструкциям 
производителя. Результаты реакции учитывали на 
микропланшетном ридере Infinite F50 (Tecan, Австрия).

Результаты и обсуждение

Коллекция сывороток крови людей собрана в 
результате мониторинговых исследований популяци-
онного иммунитета к ПОИ, проводимых во ФКУЗ 
Ростовский-на-Дону противочумный институт Ро-
спотребнадзора. Популяционные выборки коллекции 
представлены образцами сывороток крови людей, про-
живающих на различных административных территориях 
РО, и охарактеризованы по циркулирующим в регионе 
ПОИ. Актуальность полученных результатов и необхо-
димость сохранности биообразцов стали основанием для 
формирования исследовательской коллекции сывороток 
крови с функциями долговременного хранения, её назна-
чение – пополнение, изучение и поддержание коллекции 
уникальных сывороток крови в рабочем состоянии. 

Подготовка и длительное хранение биологического 
материала требуют соблюдения выполнения стандарт-
ных процедур на всех этапах работы в соответствии с 
ГОСТ Р ИСО 20387-2021 «ГОСТ Р ИСО 20387-
2021 Биотехнологии. Биобанкинг. Общие требования». 
Получение качественных результатов лабораторных 
исследований – это единый процесс, который включает 
в себя преаналитический, аналитический и постаналити-
ческий этапы.
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Процесс сбора биоматериалов представляет собой 
последовательное выполнение ряда процедур: сбора/
получения, транспортировки, маркировки, регистрации, 
обработки, хранения, управления данными, выдачи 
биоматериала исследователям и его утилизации после 
использования. 

Коллекция формируется в соответствии с утверж-
денным директором ФКУЗ Ростовский-на-Дону про-
тивочумный институт Роспотребнадзора «Положением 
об исследовательской коллекции образцов сывороток 
крови людей» и требует реализации следующих этапов:

1.	 Сбор биологических образцов от условно 
здорового населения РО в соответствии с ГОСТ Р 
53079.4-2008 «ГОСТ Р 53079.4-2008 Технологии 
лабораторные клинические. Обеспечение качества кли-
нических лабораторных исследований. Часть 4. Правила 
ведения преаналитического этапа».

2.	Стандартная процедура пробоподготовки 
сывороток крови – последовательное выполнение сле-
дующих этапов: центрифугирование, аликвотирование, 
замораживание и внесение информации, в соответствии 
с анкетными данными, в электронную базу данных.

3.	Контроль качества (КК), который включает в 
себя соблюдение условий хранения образцов.

4.	Контроль соответствия маркировки заложенных 
на хранение биообразцов информации, внесенной в базу 
данных.

5.	КК стабильности исследуемых маркеров IgG и 
IgМ в процессе хранения.

6.	Утилизация медицинских отходов класса Б, об-
разуемых в процессе работы, в соответствии с СанПиН 
2.1.3684-21 «Санитарно-эпидемиологические требования к 
содержанию территорий городских и сельских поселений, к 
водным объектам, питьевой воде и питьевому водоснабже-
нию, атмосферному воздуху, почвам, жилым помещениям, 
эксплуатации производственных, общественных помеще-
ний, организации и проведению санитарно-противоэпиде-
мических (профилактических) мероприятий».

Преаналитический этап является первым и очень 
важным, его условно можно разделить на две части. 
Первая часть подразумевает строгое выполнение пер-
соналом медицинских организаций требований ГОСТ Р 
53079.4-2008 «Технологии лабораторные клинические. 
Обеспечение качества клинических лабораторных иссле-
дований. Часть 4. Правила ведения преаналитического 
этапа». Документ регламентирует формирование групп 
для исследований, проведение анкетирования участни-
ков, отбор образцов крови, оформление сопутствующей 
документации и дальнейшую транспортировку с соблю-
дением режима «холодовой цепи». Образцы поступают в 
лабораторию ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочум-
ный институт Роспотребнадзора с сопроводительными 
документами. Форма сопроводительного документа 
представлена в таблице 1.

Таблица 1
Форма сопроводительного документа (анкеты)

Анкета
Административный район _______________________________________

№
Дата  

отбора 
проб

Пол Год рождения Населенный 
пункт

Род  
деятельности

Выезжал ли  
за пределы  
в последние  

3 недели* (да/нет)

Дата вакцинации 
(туляремия, клещевой 

энцефалит)

Возрастная группа: 20–40 лет

Возрастная группа: 41–60 лет

Возрастная группа: 61 год и выше

* – в случае положительного ответа, указать куда выезжал.

Подпись работника медицинской организации, осуществляющего отбор проб (ФИО)

Примечания:
1.	 Анкета (список проб, без персональных данных) заполняется работником медицинской организации, с указанием данных согласно 

Приложению 2.
2.	Анкета (список проб) предоставляется в ФКУЗ Ростовский-на-Дону противочумный институт Роспотребнадзора по адресу:  

г. Ростов-на-Дону, ул. М. Горького, 117/40 в двух экземплярах. Один экземпляр возвращается медицинской организации.

И.Р. Симонова и др., с. 53–60
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Для обеспечения корректного выполнения второго 
лабораторного этапа преаналитической подготовки полу-
ченных образцов разработаны и утверждены комиссией 
по контролю соблюдения требований биологической 
безопасности стандартные операционные процедуры 
(СОП), которые представляют собой четкое детальное 
описание выполнения этапов процесса биобанкирования:

	- СОП № 1 «Подготовка образцов биологического 
материала (крови) для исследовательской коллекции». 
Устанавливает алгоритм пробоподготовки для дальней-
шей работы с биологическим материалом. Пробирки 
с венозной кровью, в которых сформирован кровяной 
сгусток, подвергают центрифугированию при скоро-
сти вращения ротора 1500–3000 об/мин в течение 

10–15  мин. Критериями качества является получение 
образцов сывороток крови без признаков гемолиза, 
липидемии в кратчайшие сроки после взятия.

	- СОП № 2 «Замораживание и хранение сывороток 
крови для исследовательской коллекции». Устанавли-
вает порядок этапов аликвотирования, замораживания 
и хранения сывороток крови для исследовательской 
коллекции. 

Пробирки с образцами должны быть плотно 
купорены, маркированы и поставлены в криобоксы с 
соответствующим обозначением. Все анкетные данные 
об образцах, количество и место хранения аликвот вно-
сятся в электронную базу данных, фрагмент которой 
представлен в таблице 2.

Таблица 2
Фрагмент электронной базы данных

Регистрационный 
номер

Кол-во 
аликвот/
израсх.

Место хранения Пол Возраст Район и место  
проживания/город Вакцинация Согласие

01/020822 4/1 холодильник к. 
0-16 ж 36 л. Ремонтненский

 р-н, с. Ремонтное нет да

02/020822 4/0 холодильник к. 
0-16 ж 43 г. Ремонтненский 

р-н, с. Большое Ремонтное нет да

03/290722 4/1 холодильник к. 
0-16 м 31 г. Ремонтненский р-н, 

с. Первомайское
да, 03.2015, 
туляремия да

04/290722 4/1 холодильник к. 
0-16 ж 30 л. Ремонтненский

 р-н, с. Ремонтное нет да

05/020822 2/0 холодильник к. 
0-16 ж 33 г. Ремонтненский 

р-н, с. Ремонтное нет да

Разработанные СОП позволяют значительно 
снизить риски возникновения ошибок при выполнении 
преаналитического этапа. Однородность процедур сбора, 
транспортировки и условий хранения биообразцов имеет 
решающее значение для обеспечения качества научных 
исследований.

Контроль качества биообразцов 
	- Хранение биологического материала (сывороток 

крови) в течение длительных сроков происходит при 
температурах от -70 °С до -80 °С в специальных низко-
температурных холодильниках [6, 8]. Контроль темпе-
ратуры осуществляется при помощи встроенного термо-
метра, расположенного на экране дисплея холодильника. 
В журнале учета температурного режима фиксируются 
показания дисплея соответствующего низкотемператур-
ного холодильника 2 раза в сутки. 

	- Контроль соответствия внесенных в базу данных 
характеристик каждого образца, включающих в себя 
анкетные сведения и наличие/отсутствие антител классов 

IgG и IgМ к возбудителям ПОИ, протестированных 
методом ИФА, расход аликвот биоматериала.

	- Контроль сохранности стабильности исследуемых 
маркеров подразумевает повторное исследование об-
разцов через год и более для оценки снижения среднего 
зафиксированного ранее уровня антител, поскольку из-
вестно, что активность антител в сыворотках крови при 
длительном хранении снижается за счет необратимых 
изменений физико-химического состояния и утраты 
функциональных свойств. Технологии глубокого замо-
раживания позволяют обеспечить сохранность, главным 
образом, уровень IgG сывороток на достаточно продол-
жительный срок для будущих исследований [8]. Для IgM 
этот период сокращается до полугода [6].

Созданная исследовательская коллекция сыво-
роток крови с функциями долговременного хранения 
является многофункциональной по своему назначению 
и пополняемой по своему составу. Основное ее на-
значение – прямые исследования распространенности 
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серологических маркеров разных инфекций в различных 
группах населения, проводимые как в рамках собствен-
ных исследовательских тематик, так и для возможного 
предоставления охарактеризованного биологического 
материала для других научных изысканий. 

Для удобства использования большого объема 
информации зарегистрирована База данных «Иссле-
довательская коллекция сывороток крови жителей Ро-
стовской области» – свидетельство о государственной 
регистрации № 2023621460 от 30 мая 2023 г., которая 
позволяет выполнять следующие функции:

	- вести автоматизированный учет образцов в виде 
базы данных, содержащей следующую информацию: 
регистрационный номер, количество аликвот сывороток, 
переданных на хранение и израсходованных в процессе 
работы, место их хранения, сведения о поле, возрасте, 
месте проживания, работы, данные о вакцинации; 

	- проводить аналитическую обработку полученных 
данных, прогнозирование тенденций и предоставление 
обоснованной информации в виде отчетов; 

	- использовать замороженный биоматериал для рас-
ширения спектра исследований. 

Сохранность биообразцов в замороженном виде 
позволила дополнить ранее проведенное исследование 
новыми результатами. Согласно СанПиН 3.3686-21, в 
положительных на ЛЗН пробах необходимо определять 
индекс авидности, позволяющий дифференцировать 
острое заболевание от перенесенного ранее, а также 
проводить исследование на наличие антител класса G к 
клещевому энцефалиту (КЭ) для исключения возмож-
ных перекрестных реакций. С этой целью из исследова-
тельской коллекции были взяты выявленные в 2022 г. 
60 серопозитивных относительно лихорадки Западного 
Нила замороженных сывороток крови доноров, про-
живающих в различных районах Ростовской области. 
В результате проведенных лабораторных исследований 
получены следующие результаты: 

	- доля высокоавидных проб с индексом авидности 
более 60% составила 76,7% (интерпретируется как 
ранее перенесенная инфекция – более шести месяцев),

	- доля низкоавидных проб с индексом авидности не 
более 40% составила 23,3% (свидетельствует об остром 
процессе – не более 3–5 месяцев).

Параллельное исследование этих сывороток на 
антитела класса G к КЭ показало, что антитела в титре 
1:100 к возбудителю клещевого вирусного энцефалита 
обнаружены в двух сыворотках крови; при этом индекс 
авидности к ЛЗН в этих образцах составил 100%. 
Полученные данные позволили дать более развернутую 

характеристику эпидемиологической ситуации с лихо-
радкой Западного Нила в Ростовской области в 2022 г.

В процессе работы для расширения функциональ-
ных возможностей в коллекцию было решено добавить 
сыворотки крови людей, переболевших ПОИ (с под-
твержденным диагнозом) в качестве референс-сыво-
роток. Данные о случаях заболеваний включают в себя 
описания зарегистрированных случаев, даты (начало 
заболевания, госпитализация, выписка), возраст, пол, 
исход заболевания, географическое местоположение, а 
также данные об отслеживании контактов и вакцинации. 

Эти образцы могут использоваться для оценки 
специфичности при разработке новых диагностических 
препаратов, поскольку по рекомендации ВОЗ эталонным 
диагностическим препаратом считается сыворотка крови 
реконвалесцента из эпидемического очага заболевания 
[5].

Заключение

Использование в научно-исследовательской де-
ятельности биоматериала, собранного, обработанного и 
хранимого по единым правилам и стандартам, является 
гарантией достоверности, воспроизводимости и высокого 
качества получаемых результатов в текущих и будущих 
научно-медицинских исследованиях [11]. Созданная ис-
следовательская коллекция образцов сывороток крови 
даст возможность проводить широкомасштабные науч-
ные исследования, которые в значительной мере расши-
рят представления об особенностях эпидемиологических 
процессов ПОИ, циркулирующих на территории РО.

Сформированная коллекция с функцией долго-
временного хранения биоматериала позволяет:

1.	 Повысить эффективность сероэпидемиологиче-
ского мониторинга актуальных ПОИ среди населения РО.

2.	Расширить спектр мониторируемых инфекций с 
учетом обеспечения биологической безопасности региона 
и современных потребностей оперативного реагирования 
на изменяющуюся эпидемиологическую обстановку.

3.	Оценить риск и степень эпидемиологической 
опасности актуальных ПОИ и их распространения на 
отдельных территориях РО в динамике.

4.	Осуществлять кратко- и долгосрочное про-
гнозирование изменений эпидемической ситуации по 
актуальным инфекциям как среди отдельных админи-
стративных территорий региона, так и конкретных групп 
населения.

5.	Предоставлять возможность повторного и более 
глубокого исследования с применением вновь разрабо-

И.Р. Симонова и др., с. 53–60
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танных передовых методов лабораторной диагностики 
стабильно сохраняемых биобразцов.

6.	Использовать материалы коллекции для раз-
работки контрольных панелей с целью мониторинга 
чувствительности и специфичности диагностических 
методов, а также для создания собственных диагности-
ческих тестсистем.

Информативная паспортизированная коллекция 
образцов сывороток крови предоставляет широкий 
спектр возможного применения как в системе оценки 
состояния популяционного иммунитета для определе-
ния риска и степени эпидемиологической опасности 
распространения на отдельных территориях социально 
значимых и опасных инфекционных заболеваний, так и в 
прикладных и фундаментальных научных исследованиях.
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BLOOD SERUM SAMPLES COLLECTION FROM THE RESIDENЕS  
OF THE ROSTOV REGION

I.R. SIMONOVA, E.A. BEREZNYAK, N.L. PICHURINA, A.V. TRISHINA, D.I. SIMAKOVA

Rostov-on-Don Anti-plague Research Institute, Rostov-on-Don.

As a result of the ongoing monitoring studies of population immunity to natural focal infections, an informative certified blood 
serum collection from the residents of the Rostov region has been created. The main purpose is to study the prevalence of serological 
markers of various infections in various population groups. Basic standard operating procedures (SOP) have been developed and put 
into practice to ensure the development and maintenance of the collection. A replenished database has been created and registered 
to automate sample accounting and to analyze information processing. A collection of blood serum samples with long-term storage 
functions will allow for large-scale scientific research that expands the understanding of the features of the epidemiological processes of 
circulation of natural focal infections (NFI) in the territory of the Rostov region. 
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КОМПЛЕКСНЫЙ ГЕНЕТИЧЕСКИЙ АНАЛИЗ ШТАММОВ  
VIBRIO СHOLERAE О1 EL TOR, ВЫДЕЛЕННЫХ НА ТЕРРИТОРИИ 

РОССИЙСКОЙ ФЕДЕРАЦИИ В 2023 ГОДУ, НА ПРИСУТСТВИЕ 
ВОЗМОЖНЫХ ДЕТЕРМИНАНТ ПЕРСИСТЕНЦИИ

С.О. ВОДОПЬЯНОВ*, А.В. ЕВТЕЕВ, А.А. ГЕРАСИМЕНКО, А.С. ВОДОПЬЯНОВ,  
М.И. ЕЖОВА, Е.А. МЕНЬШИКОВА, Р.В. ПИСАНОВ, В.Д. КРУГЛИКОВ,   А.К. НОСКОВ  

В результате анализа с помощью ПЦР и полногеномного секвенирования 55 штаммов V. cholerae О1, выделенных на 
территории Российской Федерации в 2023 году, на наличие двух возможных факторов персистенции установлено, что три 
токсигенные культуры не имеют генов холодового шока csh1 и гена устойчивости к мышьяку acrВ, кодирующего протеин ACR3 
семейства arsenite efflux transporter. С помощью ПЦР гены csh1 и acrВ выявлены у 39 из 52 ctxА-штаммов. Последующее 
полногеномное секвенирование и биоинформационный анализ подтвердили результаты детекции гена csh1 и продемонстрировали 
наличие гена acrВ у всех изученных нетоксигенных штаммов. Причина расхождения с результатами ПЦР обусловлена неполной 
посадкой обратного праймера на матрицу гена acrВ, обладающего высоким генетическим разнообразием. Установлено, что в 
противовес высококонсервативному гену csh1, проявляющемуся в данной выборке 30 представителями мажорного протеина 
CSH1 референтного типа и 9 штаммами CSH1 типа 1, для гена acrВ характерна более высокая гетерогенность нуклеотидной и 
белковой последовательности. Идентифицировано 9 типов нуклеотидной последовательности acrВ и 7 типов протеина ACR3, 
содержащих до 12 замен аминокислот. Данные литературы свидетельствуют о широком распространении у различных микро-
организмов аналогов протеина ACR3, сообщающих клеткам хозяина множественную устойчивость к тяжелым металлам и 
широкому спектру токсических соединений. Этот факт позволяет объяснить биологическую целесообразность присутствия 
гена acrB у нетоксигенных культур V. cholerae О1, обитающих в поверхностных водоемах.

Ключевые слова: ПЦР, секвенирование, csh1, arsB, CSH1, ACR3, Vibrio cholerae, персистенция.
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Введение

Холерный вибрион продолжает оставаться опас-
ным биологическим агентом, имеющим водный путь 
передачи. Поэтому в Российской Федерации прово-
дится постоянный мониторинг объектов окружающей 
среды (ООС) и людей с симптомами острых кишечных 
инфекций (ОКИ), прибывших в течение пяти календар-
ных дней из неблагополучных по холере стран, а также 
в течение эпидемического сезона всех больных ОКИ 
(в зависимости от типа территории по эпидемическим 
проявлениям холеры) на наличие возбудителя холеры 
с проведением последующей идентификации с целью 
установления эпидемической опасности [8]. Результаты 

ежегодного мониторинга ООС в субъектах РФ на на-
личие холерных вибрионов свидетельствуют о нерегуляр-
ном выделении единичных токсигенных (эпидемически 
опасных) штаммов и ежегодном обнаружении десятков 
нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 El Tor [9, 10, 11].

Молекулярно-генетическое типирование свежевы-
деленных нетоксигенных штаммов V. cholerae О1 дает 
возможность выявлять генотипы, которые неоднократно 
детектировали у культур, изолированных в предыдущие 
годы. Многократные повторные выделения из одного 
водного объекта нетоксигенных штаммов V. cholerae 
О1 серогруппы, принадлежащих к одному клональному 
комплексу, могут свидетельствовать о наличии в составе 
генома детерминант персистенции, способствующих со-
хранению в окружающей среде нетоксигенных холерных 
вибрионов [3, 9, 11]. 

Проблема поиска факторов, обусловливающих 
устойчивость вибрионов к неблагоприятным факторам 
внешней среды, давно привлекает внимание исследо-
вателей [6]. Предварительное изучение коллекции ви-
брионов с помощью ПЦР позволило идентифицировать 
две потенциальные генетические детерминанты, обе-
спечивающие персистенцию нетоксигенных вибрионов 
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О1 серогруппы в ООС: ген белка холодового шока csh1 
[1] и ген arsB, кодирующий протеин ACR3 семейства 
arsenite efflux transporter, который, по данным литературы, 
детерминирует устойчивость к токсическому действию 
мышьяка [5].

В ходе мониторинга холеры на территории Рос-
сийской Федерации в 2023 году было выделено три 
токсигенных и 52 нетоксигенных штамма V. сholerae О1 
El Tor. В рамках выполнения стратегической инициа-
тивы социально-экономического развития Российской 
Федерации до 2030 года «Санитарный щит страны 
– безопасность для здоровья (предупреждение, выяв-
ление, реагирование)» было проведено полногеномное 
секвенирование 55 вышеуказанных изолятов.

Цель настоящей работы заключалась в опреде-
лении двух потенциальных детерминант персистенции 
штаммов холерных вибрионов О1 серогруппы: гена 
холодового шока csh1 и гена устойчивости к мышьяку 
arsB с помощью ПЦР и полногеномного секвенирования.

Материалы и методы.

В работе исследовано 55 штаммов V. cholerae О1, 
выделенных на территории Российской Федерации в 
2023 г. в ходе мониторинга, из них: три токсигенных 
(два клинических изолята и один штамм из ООС), а 
также 52 нетоксигенных штамма холерных вибрионов, 
изолированных из поверхностных водоемов. Для выяв-
ления генов сsh1 и arsB в ПЦР использовали праймеры 
сsh1 (прямой ACAGGTTCGGTTAAGTGGTTT и 
обратный TTCACAGCCTGTAGACCCTT), arsB 
(прямой ATGGGGATCCCTTACGACCA и обратный 
TACGCTTCATTCGCAAAGCG) [1, 5]. Положи-
тельный результат ПЦР сопровождался формированием 
целевых фрагментов массой 182 и 193 п.о. соответствен-
но. Методики выделения ДНК и проведения ПЦР 
описаны ранее [5].

Для проведения полногеномного секвенирования 
библиотеку фрагментов ДНК получали с помощью на-
бора реагентов IlluminaNextera XT DNA SamplePrepKit 
(Illumina, США) согласно инструкции производителя. 
Полученные ампликоны метили с использованием набора 
Nextera XT IndexKit (Illumina, США). Секвенирова-
ние проводили на платформе MiSeq (Illumina, США) с 
набором реагентов MiSeqReagentKit. Сборка геномов 
осуществлялась программой Spades v. 3.15.4 [13]. Поиск 
генов проводился авторскими программами SeqAnalyzer 
2.0 (2016) и FragmentExtractor 4.2.0, написанными 
на языке Java [2]. Определение аминокислотных за-

мен проводили авторским скриптом, написанным на 
языке Python. Поиск аналогов гена arsB в базе данных 
BacMet [15] (http://bacmet.biomedicine.gu.se) прово-
дили в режиме on-line. Анализ 3D структуры протеина 
ACR3 проводили с помощью web-ресурса SWISS-model 
(https://swissmodel.expasy.org/interactive) и https://
www.ebi.ac.uk/interpro/.

В качестве референс-культуры был использован 
нетоксигенный штамм V. cholerae O1 El Tor № 20000, 
выделенный в 2016 году из ООС в г. Ростове-на-Дону.

Результаты и обсуждение

При проведении ПЦР анализа 55 штаммов 
V. cholerae О1, выделенных на территории Российской 
Федерации в 2023 году, установлено отсутствие генов 
csh1 и acrВ у трех токсигенных ctxА+tcpA+ культур, в 
то время как 39 из 52 ctxА-tcpA-штаммов содержали 
оба изучаемых гена (табл. 1). Наблюдаемая картина: 
отсутствие генов csh1 и acrВ у токсигенных вибрионов 
соответствовала ранее полученным результатам [1, 5].

Последующее использование биоинформацион-
ного анализа полногеномных сиквенсов полностью под-
твердило результаты ПЦР по выявлению гена csh1 при 
изучении как токсигенных, так и нетоксигенных штаммов 
холерных вибрионов. 

При изучении полногеномных сиквенсов нетокси-
генных штаммов V. cholerae О1, которые по результатам 
ПЦР не содержали ген acrВ, выявлено, что в 13 нега-
тивных случаях методом полногеномного секвенирования 
обнаружено наличие гена acrВ (см. табл. 1). Это могло 
указывать на различия в нуклеотидной последовательно-
сти в области посадки праймеров. Проведенное исследо-
вание in silico с помощью программы Fragment Extractor 
4.2.0 показало, что прямой праймер успешно распознал 
все 52 последовательности, а обратный праймер струк-
турой TACGCTTCATTCGCAAAGCG осуществлял 
корректную посадку только на 39 структур при пороге 
отсечения 80%. Данный факт объяснил неудачу ис-
пользования приема ПЦР с данными праймерами для 
выявления гена acrВ.

Ген холодового шока csh1 идентифицирован в 
структуре второй хромосомы генома штамма V. cholerae 
O1 ElTor № 20000 (CP036500) [1], имеет размер 213 
нуклеотидов, детерминирует продукт размером 70 ами-
нокислот [4, 5]. Эта последовательность была принята в 
качестве референтной. На данный момент помимо рефе-
рентной структуры в различных базах данных на основа-
нии исследования замен аминокислот идентифицировано 
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12 типов белка CSH1 [4]. Биоинформационный анализ 
полногеномных последовательностей 39ctxА-tcpA-csh1+ 

культур выявил два типа белка CSH1: 30 штаммов несли 
CSH1 референтного типа и девять изолятов имели 97,2% 
совпадения по нуклеотидной последовательности и со-
держали CSH11 типа с двумя аминокислотными замена-

ми A38T, A70T. Данный результат свидетельствует о 
высоком консерватизме гена холодового шока csh1 и его 
продукта CSH1 у штаммов, выделенных на территории 
Российской Федерации в 2023 году, поскольку ранее, 
помимо референтного типа, дополнительно идентифици-
ровано 12 типов белка CSH1 [4]. 

Таблица 1
Наличие генов csh1 и acr3 у штаммов V. cholerae О1, выделенных на территории РФ в 2023 г., по данным 

ПЦР и биоинформационного анализа полногеномных сиквенсов

Генотип, число культур Способ детекции гена
Генотип и число штаммов 

csh1+ csh1- acrВ+ acrВ-

ctxА+tcpA+ три штамма
ПЦР 0 3 0 3

биоинформационный анализ 0 3 0 3

ctxА-tcpA- 52 штамма
ПЦР 39 13 39 13

биоинформационный анализ 39 13 52 0

Следующим этапом исследования было изучение 
нуклеотидного и белкового строения гена acrВ и его 
продукта ACR3 у нетоксигенных штаммов V. cholerae 
О1 (табл. 2). Ген аcrВ имеет размер 1065 нуклеотидов 
и детерминирует белок ACR3, содержащий 354 ами-
нокислоты (АК). Поскольку первоначально ген аcrВ 
был идентифицирован в структуре второй хромосомы 
генома V. cholerae O1 El Tor № 20000 (CP036500) 
[5], его последовательность также была принята как 
референтная (ref).

Протеин ACR3 у штамма V. cholerae О1 № 
20000, по данным web-ресурса SWISS-model, имеет 
трансмембранную локализацию (рис. 1), его молекуляр-
ная масса составляет 39224,15 дальтон, а изоэлектри-
ческая точка – 6,81. Согласно данным моделирования, 
он обеспечивает арсенит-протонный обмен, выбрасывая 
токсичный арсенит из клетки [12, 14]. C помощью про-
граммного обеспечения нами была изучена нуклеотидная 
и аминокислотная гетерогенность данного гена, резуль-
таты представлены в таблице 2.

Рис. 1. Трансмембранная структура протеина ACR3 V. cholerae О1 ctxА-tcpA-. A – вид сбоку. B – вид сверху

В таблице 2 приведены результаты биоинформа-
ционного анализа 52 штаммов V. cholerae О1 ctxА-tcpA-. 
Нуклеотидная последовательность гена acrВ, в противо-
вес гену csh1, отличалась значительной вариабельностью, 
доходящей до 91,3% совпадений, что позволило иден-
тифицировать восемь типов гена acrВ (A-H). Замены в 

нуклеотидном составе гена acrВ закономерно вызывали 
изменение белковой структуры протеина ACR3. Вырож-
денность генетического кода привела к тому, что, помимо 
референтного типа протеина ACR3, обнаруженного у 
пяти штаммов, идентифицировано всего шесть типов 
протеина ACR3, обусловленных заменами аминокислот. 

С.О. Водопьянов и др., с. 61–67
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Гены acrВ типов С и D отличались по нуклеотидному 
строению от референтного типа на 96,9 и 95,8% соответ-
ственно, но детерминировали продукцию протеина ACR3 
с заменами четырех аминокислот H46Q, V256I, F263L, 
T279A. Аналогичную картину наблюдали в случае генов 
acrВ типов F и G: при различии нуклеотидного строения 

97,5 и 93,4% белковый продукт ACR3 содержал замену 
шести аминокислот S2T, H46Q, R212C, V256I, F263L, 
T279A и на 97,6% совпадал с референтным acrВ. В 
противовес протеину CSH1 у штаммов V. cholerae О1 
ctxА-tcpA- в данной выборке отсутствовал доминирую-
щий тип протеина ACR3.

Таблица 2
Характеристика гена acrВ и его продукта ACR3 у штаммов V. cholerae О1 ctxA-tcpA-, выделенных  
на территории РФ в 2023 году, по данным биоинформационного анализа полногеномных сиквенсов

Тип гена
acrВ

Число 
изолятов

% совпадения нуклеотид-
ной последовательности

Число 
замен АК Локализация замен АК в продукте ACR3

ref 5 100 0 нет
A 5 99,91 1 E49D
B 7 99,06 2 I238T, T279A
C 6 96,9 4 H46Q, V256I, F263L, T279A
D 3 95,8 4 H46Q, V256I, F263L, T279A
E 11 97,6 5 S2T, H46Q, V256I, F263L, T279A
F 10 97,5 6 S2T, H46Q, R212C, V256I, F263L, T279A
G 1 93,4 6 S2T, H46Q, R212C, V256I, F263L, T279A

H 4 91,3 12 I4S, S5L, W40L, H46Q, I53V, R87K, K88R, I99L, 
L111I, T151A, V256I, T279M

Для уверенной идентификации продукта гена acrВ 
типа Н с 12 заменами аминокислот, как для протеина 
CSH1, был проведен дополнительный поиск по его 
«мутантной» аминокислотной последовательности в базе 
данных GenBank с помощью программы Standard Protein 
BLAST. Указанный тип протеина в 100% случаев иден-
тифицировался как ACR3 family arsenite efflux transporter.

Полученный результат анализа набора 54 штаммов 
V. cholerae О1 ctxА-tcpA-, выделенных на территории 
Российской Федерации в 2023 году, свидетельствовал, 
что ген acrВ, возможно, является маркером нетоксиген-
ных штаммов. Для заключения о его встречаемости у 

токсигенных вибрионов необходимо проведение дополни-
тельных исследований. Вероятно, наличие гена acrВ дает 
нетоксигенным вибрионам некоторые селективные пре-
имущества. Для изучения возможной биологической роли 
гена acrВ и его белкового продукта ACR3 был проведен 
поиск в базе данных BacMet, содержащей информацию 
о 470 экспериментально подтвержденных генах устой-
чивости к 23 тяжелым металлам [15]. Согласно данным 
BacMet, ген acrВ входит в состав суперсемейства RND, а 
представители семейства AcrB/AcrD/AcrF многократ-
но описаны в литературе под разными обозначениями у 
широкого круга хозяев (табл. 3).

Таблица 3
Наличие аналогов гена acrB у различных хозяев и фенотип устойчивости по данным базы данных BacMet

Обозначение гена  
в базе BacMet Хозяин Компонент(ы), к которым формируется устойчивость 

acrB, acrD/yffA, acrF/envD, 
cusA/ybdE Escherichia coli

Acriflavine, Phenol, Triclosan, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), 
Sodium Deoxycholate (SDC), Cu, Ag, p-xylene, Phenol,  

Benzylkonium Chloride (BAC)
acrD, mdtB, Salmonella enterica Cu, Zn

bepE Brucella suis Ethidium Bromide, Crystal Violet 
cnrA,czcA Ralstonia metallidurans Co, Ni, Cd, Zn

cznA Helicobacter mustelae Cd, Zn, Ni
czrA, mexI, mexW Pseudomonas aeruginosa Zn, Cd, V, Triclosan, Ethidium Bromide

mtrD Neisseria gonorrhoeae Triton X-100
nccA Alcaligenes xylosoxidans Ni, Co, Cd
triC Yersinia pseudotuberculosis Triclosan

vexB, vexC, vexD, vexF, vexK Vibrio cholerae O1 Triton X-100, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS), Ethidium Bromide
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Данные, представленные в таблице 3, указывают 
на то, что продукт генов семейства acrB протеин ACR3 
широко представлен у различных хозяев и опосредует 
фенотип множественной устойчивости не только к мышья-
ку, присутствующему в объектах внешней среды [7], но 
и многим тяжелым металлам (Cd, Co, Ni, Zn, Cu, Ag), 
красителям, детергентам, четвертичным аммонийным 
производным, ароматическим углеводам и производным 
фенола (триклозан). Таким образом, его возможная роль 
ограничивается не только обеспечением устойчивости к 
токсическому действию мышьяка, но и по всей видимости 
позволяет объяснить биологическую целесообразность 
присутствия гена acrB у нетоксигенных культур V. cholerae 
О1, изолируемых из объектов окружающей среды, как 
результат устойчивости вибрионов к широкому спектру 
загрязнителей, включая ионы тяжелых металлов, при-
сутствующие в водоемах. В этом плане возможный вклад 
гена холодового шока csh1 в персистенцию вибрионов 
менее очевиден. Данное предположение дает возможность 
объяснить отсутствие длительной персистенции в водоемах 
токсигенных штаммов V. cholerae О1 как итог отсутствия 
гена acrB, что, в свою очередь, является перспективным 
направлением дальнейших исследований.

Заключение

При изучении 55 штаммов V. cholerae О1, вы-
деленных на территории Российской Федерации в 2023 
году, установлено, что три токсигенные культуры не имели 
генов холодового шока csh1 и acrВ, кодирующего протеин 
ACR3 устойчивости к мышьяку семейства arsenite efflux 
transporter. С помощью ПЦР гены csh1 и acrВ выявлены 
у 39 из 52 нетоксигенных штаммов. Последующее полно-
геномное секвенирование и биоинформационный анализ 
подтвердили результаты детекции гена csh1 и продемон-
стрировали расхождения с результатами ПЦР, а именно: 
наличие гена acrВ у всех 54 ctxА-tcpA-штаммов. В ходе 
биоинформационного анализа выяснили, что причина 
расхождения результатов – неполная посадка обратного 
праймера к гену acrB. Продемонстрировано, что в проти-
вовес высококонсервативному гену csh1, представленному 
в данной выборке мажорным протеином CSH1 референт-
ного типа и протеином типа 1, для гена acrВ характерна 
более высокая гетерогенность. Идентифицировано девять 
типов нуклеотидной последовательности acrВ и семь типов 
протеина ACR3, содержащих до 12 замен аминокислот. 
Данные литературы свидетельствуют о широком рас-
пространении у различных микроорганизмов аналогов 
протеина ACR3, сообщающих клеткам хозяина множе-

ственную устойчивость к тяжелым металлам и широкому 
спектру токсических субстанций. Этот факт позволяет 
объяснить возможную биологическую целесообразность 
присутствия гена acrB у нетоксигенных культур V. cholerae 
О1 путем обеспечения устойчивости к обширному набору 
загрязнителей, присутствующих в водоемах.
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ANALYSIS OF V. CHOLERAE O1 EL TOR STRAINS ISOLATED  
ON THE TERRITORY OF THE RUSSIAN FEDERATION IN 2023  

FOR THE PRESENCE OF POSSIBLE DETERMINANTS OF PERSISTENCE

S.O. VODOPYANOV, A.V. EVTEEV, A.A. GERASIMENKO, A.S. VODOPYANOV,  
M.I. YEZHOVA, E.A. MENSHIKOVA, R.V. PISANOV, V.D. KRUGLIKOV,   А.К. NOSKOV  

Rostov-on-Don Antiplague Research Institute, Rostov-on-Don

As a result of the analysis using PCR and genome-wide sequencing of 55 strains of V. cholerae O1 isolated on the territory of the 
Russian Federation in 2023, for the presence of two possible persistence factors, it was found that three toxigenic cultures do not have the 
csh1 cold shock genes and the acrB arsenic resistance gene encoding the ACR3 protein of the arsenite efflux transporter family. Using 
PCR, the csh1 and acrB genes were detected in 39 of 52 ctxA strains. Subsequent genome-wide sequencing and bioinformatic analysis 
confirmed the results of detection of the csh1 gene and demonstrated the presence of the acrB gene in all nontoxigenic strains studied. The 
reason for the discrepancy with the PCR results is due to incomplete planting of the reverse primer on the matrix of the acrB gene, which 
has a high genetic diversity. It was found that, in contrast to the highly conserved csh1 gene, designated in this sample by 30 representatives 
of the major CSH1 protein of the reference type and 9 strains of CSH1 type 1, the acrB gene is characterized by higher heterogeneity 
of the nucleotide and protein sequence. Nine types of the acrB nucleotide sequence and seven types of the ACR3 protein containing up 
to 12 amino acid substitutions have been identified. Literature data indicate a wide distribution of ACR3 protein analogues in various 
microorganisms, which give host cells multiple resistance to heavy metals and a wide range of toxic compounds. This fact makes it possible 
to explain the biological expediency of the presence of the acrB gene in nontoxigenic cultures of V. cholerae O1 living in surface reservoirs.

Keywords: PCR, sequencing, csh1, arsB, Csh1, ACR3, Vibrio cholerae, persistence.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 636.082.12

ВЛИЯНИЕ НЕКОТОРЫХ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ 
БЕЛКОВОГО И ЛИПИДНОГО ОБМЕНА У ДЖЕРСЕЙСКОЙ ПОРОДЫ 

КОРОВ НА ПОКАЗАТЕЛИ МОЛОЧНОЙ ПРОДУКТИВНОСТИ 

Ф.Ф. ЗИННАТОВ1*, Т.М. АХМЕТОВ1,3, С.В. ТЮЛЬКИН1,2, Ф.Ф. ЗИННАТОВА4,  
Т.Р. ЯКУПОВ1, К.Ю. НИКОЛАЕВА1, М.А. СТАФИКОПУЛО1 

1 ФГБОУ ВО «Казанская государственная академия ветеринарной медицины имени Н.Э. Баумана», Казань, 
2 ФГБНУ «ФНЦ пищевых систем им. В.М. Горбатова» РАН, Москва,  
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Эффективность производства и получения высококачественного молока зависит не только от условий содержания мо-
лочного скота и качества питания, но также и от их генетического потенциала. В связи с этим методы, позволяющие выявлять 
лучших животных и прогнозировать их племенные качества с раннего возраста, приобретают всё большее значение. Цель 
исследования состояла в идентификации полиморфных вариантов генов липидного и белкового обмена (LEP, TG5, CSN3 
и BLG) с применением ДНК-технологий и изучении их влияния на показатели продуктивности джерсейской породы коров. 
Выявление желательных комплексных генотипов позволит добиться увеличения производительности дойного поголовья, 
жирномолочности, белковомолочности и повышения экономической эффективности производства молока. При ПЦР-ПДРФ 
анализе и подробном исследовании комплексных генотипов генов LEP, TG5, CSN3 и BLG установлено, что у особей с ком-
плексным генотипом LEPTTTG5CCCSN3BBBLGAA обнаружены наивысший удой – 8120 кг, а также наивысшее содержание 
белка – 4,4%. Животные с комплексным генотипом LEPTTTG5CТCSN3BBBLGВВ отличались высокими значениями по уровню 
удоя – 7420 кг, содержание жира – 7,5%. В результате проведенных исследований выявлены и отобраны в племенное ядро 
животные с желательными комплексными генотипами.

Ключевые слова: белок, ген, ДНК, жирномолочность, молочная продуктивность, ПЦР, удой.
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Введение

Молочное скотоводство в АПК – одна из самых 
важных и социально значимых отраслей сельского хо-
зяйства многих регионов Российской Федерации, в том 
числе и Республики Татарстан. Продукция молочного 
скотоводства является основным источником кругло-
годичного дохода сельскохозяйственных предприятий 
регионов от реализации молока и молочных продуктов. 
Сегодня система производства молока – это сложный 
биотехнологический процесс, а современный молочный 
комплекс – инженерно-биологическая структура [6]. 
Следует отметить, что умелое использование потенциаль-

ных и генетических особенностей молочных пород коров 
служит основным фактором, определяющим эффектив-
ность любой технологии [8, 9]. 

Современное молочное скотоводство представляет 
собой одно из самых трудоемких направлений сельско-
хозяйственного производства в связи с длительностью 
производственного процесса выращивания и получения 
продукции [10]. Изыскание высокоудойных, жирно-
молочных и белковомолочных пород крупного рогатого 
скота, особей с наиболее эффективными комбинациями 
генов и комплексных генотипов с точки зрения селекции 
посредством методов ДНК-анализа поможет добиться 
успеха в племенном деле. Поиск среди разных пород и 
особей подразумевает определение ценности животных, 
содержащих в своем геноме желательные комбинации 
комплексных генотипов, которые отвечают за жирно-
молочность (LEP и TG5), белковомолочность (CSN3 
и BLG), и дальнейшее накопление их в племенном ядре 
для использования животных при подборе родительских 
пар [5, 7].
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В настоящий момент, в свете увеличения числен-
ности населения Земли и потребности в обеспечении его 
продовольствием, сохранение генетического разнообра-
зия сельскохозяйственных животных, целенаправленная 
селекция и создание обширной племенной базы стали 
первоочередными задачами современного молочного 
животноводства [4, 9]. Многими зарубежными и оте
чественными учеными в своих исследованиях рассма-
триваются следующие гены-кандидаты, связанные с 
жирномолочностью коров, – это аллели генов лептина 
(LEP), тиреоглобулина (TG5), каппа-казеина (CSN3) 
и бета-лактоглобулина (BLG). Лептин – это гормон, 
оказывающий влияние на липидный обмен, потребление 
и баланс энергии, живую массу, показатели размножения, 
а также на молочную продуктивность. Тиреоглобулин – 
это гликопротеин, который является предшественником 
гормонов щитовидной железы, оказывающий влияние 
на липидный метаболизм; ген тиреоглобулина связан 
с молочной продуктивностью, жирномолочностью и 
качественным составом молока. Ген каппа-казеина от-
вечает за белковомолочность, и в то же время аллель «B» 
данного гена (CSN3BВ) ассоциирован с более высоким 
содержанием белка в молоке. Ген бета-лактоглобулина 
(BLG) отвечает за белковомолочность и показатель 
биологической ценности молока [5, 6, 12]. 

Благодаря возможности эффективного практи-
ческого использования геномной оценки животных – 
ДНК-технологий мы открываем новые горизонты для 
улучшения качественных характеристик молока. Этот 
инновационный подход позволяет нам значительно по-
высить молочную продуктивность, а также улучшить 
жирность и белковую составляющую молока. Один 
из методов осуществления возможностей увеличения 
молочной продуктивности поголовья, в том числе 
качества молока разных пород коров и их племенной 
ценности, заключается в мониторинге наследуемости 
продуктивных характеристик и их взаимосвязи друг с 
другом [7, 8, 10]. 

Джерсейская порода коров славится высокой 
жирностью молока: минимальная жирность составля-
ет 5%, а в среднем – порядка 7–8%. Выход масла 
с их молока очень велик, соответственно получаются 
самые вкусные сливки, сметана и сыры. Соблюдение 
пропорций смешивания молока других пород коров с 
джерсейским приводит к производству приятных на вкус 
кисломолочных продуктов, таких как: кефир, йогурт, 
ряженка и творог. Улучшение качества и количества 
производимой в регионах молочной продукции пред-
ставляется актуальной задачей во все времена, особенно 

в условиях геополитического положения и импортоза-
мещения [2, 15].

Цель настоящего исследования – идентифика-
ция и анализ влияния полиморфных вариантов генов 
липидного и белкового обмена (LEP, TG5, CSN3 
и BLG) на показатели продуктивности джерсейской 
породы коров.

Материалы и методы

Для постановки ПЦР-ПДРФ анализа были 
отобраны пробы крови (ДНК) у коров джерсейской 
породы в количестве 87 голов. Коровы принадлежа-
ли ООО имени Тимирязева Балтасинского района 
Республики Татарстан (село Норма). Кровь у ис-
следуемых животных отбирали из хвостовой вены 
с помощью вакуумных пробирок с 100 мМ ЭДТА. 
Качество молока, экспресс-оценку процентного со-
держания в нем жира, сухого обезжиренного молоч-
ного остатка (СОМО) и плотности в пробе свежего 
цельного молока (его состава) проводили с помощью 
анализатора молока Клевер-2. Все исследуемые 
животные находились в одинаковых условиях техно-
логического содержания, кормления и ветеринарного 
обслуживания. 

Работы с выделением нуклеиновых кислот, 
амплификации и идентификации продуктов ампли-
фикации проводились на кафедре биологической 
химии ФГБОУ ВО «Казанская ГАВМ», в отделе 
молекулярных исследований Татарского филиала 
ФГБУ «ВНИИЗЖ». ДНК выделяли в ПЦР-боксе 
UVC/T-М-АR (ВiоSan, Латвия), где использо-
вался специальный комплект реагентов для экстра-
гирования нуклеиновых кислот из биологического 
материала «AмплиПрaйм ДНК-сорб-B» (Россия). 
Далее для подробного изучения полиморфизма генов 
LEP, TG5, CSN3 и BLG нами была осуществлена 
постановка амплификации на четырехканальном 
термоциклере (программируемом) для постановки 
ПЦР – «Tерцик» (Россия), используя объем 20 
мкл. В случае с геном лептина (LEP) ставили те-
трапраймерную ПЦР для определения фрагментов 
со следующими праймерами:

LEP-F1: 5'-GAC-GAT-GTG-CCA-CGT-GTG-
GTT-TCT-TCT-GT-3', 

LEP-R1: 5'-CGG-TTC-TAC-CTC-GTC-TCC-
CAG-TCC-CTC-C-3', 

LEP-F2: 5'-TGT-CTT-ACG-TGG-AGG-
CTG-TGC-CCA-GCT-3', 
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LEP-R2: 5'-AGG-GTT-TTG-GTG-TCA-
TCC-TGG-ACC-TTT-CG-3'.

Амплификацию фрагментов гена тиреоглобулина 
(TG5) осуществляли с помощью праймеров:

TG5-F: 5'-GGG-GAT-GAC-TAC-GAG-TAT-
GAC-TG-3', 

TG5-R: 5'-GTG-AAA-ATC-TTG-TGG-AGG-
CTG-TA-3'.

Для тестирования крупного рогатого скота по гену 
CSN3 способом ПЦР-ПДРФ использовали олигону-
клеотидные праймеры: 

JK5: 5/ -ТСА ТТТ АТG GCC ATT CCA CCA 
AAG-3 / (24 н.) 

JK3: 5/ -GCC CAT TTC GCC TTC TCT GTA 
ACA GA-3 / (26 н.).

Проведение тестирования крупного рогатого скота 
по гену BLG способом ПЦР-ПДРФ анализа осущест-
вляли с помощью следующих двух олигонуклеотидных 
праймеров:

BLGP3: 5/-GTC CTT GTG CTG GAC ACC 
GAC TAC A-3/(25 н.) 

BLGP4: 5/-CAG GAC ACC GGC TCC CGG 
TAT ATG A-3/(25 н.).

Амплификацию осуществляли с 2 мкл ДНК-
образца, общий объем реакционной смеси в одной про-
бирке составлял 20 мкл. Для проведения рестрикционного 
гидролиза гена TG5 использовался фермент эндонукле-
аза BstX2 I. Пробы расщепляли согласно рекомендации 
протокола производителя. Смесь помещали в термостат 
(Binder, Германия) на 2 часа при 37 ˚С. Такой же объем 
амплификата использовали в постановке ПДРФ-анализа 
(рестрикции) генов CSN3 и BLG, где их обрабатывали 5 
ед. рестриктаз Hinf I для CSN3, Hae III для гена BLG и 
гидролизовали при 37 °С в течение ночи. 

Затем дальнейшую идентификацию продуктов 
амплификации и рестрикционного анализа проводили 
путем постановки горизонтального электрофореза в 
2–2,5%-ном агарозном геле. Использовали для окра-
шивания 10%-ный раствор бромистого этидия в количе-
стве 5 мкл. Электрофорез был проведен при следующих 
параметрах: 200 мA, 150 B, 20 Bт. С применением 
видеодокументирующей лабораторной системы GelDoc 
проведена фиксация результатов ПЦР-ПДРФ анализа 
исследуемых генов.

Результаты 

Проведенные нами ДНК-исследования гена 
LEP показали, что в результате амплификации ДНК 

лейкоцитов крови коров в тетрапраймерной ПЦР и по-
следующего анализа продуктов амплификации методом 
горизонтального электрофореза были получены специфи-
ческие фрагменты гена LEP длиной 239 пар нуклеоти-
дов. Также было выявлено два аллеля лептина – С и Т и 
три генотипа – LEPТТ, LEPCT и LEPСС. Гомозиготному 
генотипу ТТ соответствовали фрагменты 239/131 п.н., 
гетерозиготному генотипу CT – 239/164/131 п.н., 
гомозиготному генотипу СС – 239/164 п.н. Из 87 ис-
следованных животных 19 коров оказались носителями 
гомозиготного генотипа ТТ, 36 коров имели гетерози-
готный генотип CT, 32 коровы – гомозиготный генотип 
СС (табл. 1).

Таблица 1 
Полиморфизм гена LEP у коров  

джерсейской породы

TT CT CC Частота 
аллелей

N % n % n % T C

19 21,8 36 41,4 32 36,8 0,45 0,55

Частота встречаемости гомозиготного генотипа 
ТТ составила 21,8%, гетерозиготного генотипа CT – 
41,4%, гомозиготного генотипа СС – 36,8%. Частота 
встречаемости аллеля Т – 0,45, аллеля С – 0,55.

ДНК-анализ гена TG5 установил, что в резуль-
тате амплификации ДНК лейкоцитов крови коров с 
парой праймеров TG5-F: 5'-GGG-GAT-GAC-TAC-
GAG-TAT-GAC-TG-3' и TG5-R: 5'-GTG-AAA-
ATC-TTG-TGG-AGG-CTG-TA-3' были получены 
специфические фрагменты гена TG5 длиной 548 пар 
нуклеотидов. И в результате дальнейшего рестрикцион-
ного гидролиза продуктов амплификации с рестриктазой 
BstX2I и электрофоретического разделения фрагментов 
в агарозном геле были выявлены в гене TG5 иссле-
дуемых коров два аллеля С и Т. Идентифицированы 
три генотипа TG5ТТ, TG5СТ, TG5СС. Гомозиготному 
генотипу ТТ соответствовали фрагменты 473/75 п.н., 
гетерозиготному генотипу СТ – 473/295/178/75 п.н., 
гомозиготному генотипу СС – 295/178/75 п.н.

Электрофореграмма результата ПЦР-ПДРФ 
гена TG5 крупного рогатого скота с праймерами TG5-F, 
TG5-R и эндонуклеазным расщеплением ферментом 
BstX2 I показала, что из 87 исследованных животных 
15 коров оказались носителями гомозиготного генотипа 
ТТ, 46 коров имели гетерозиготный генотип СТ, 26 
коров – гомозиготный генотип СС.
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Таблица 2 
Полиморфизм гена TG5 у коров  

джерсейской породы

TT CT CC Частота 
аллелей

N % n % n % T C

15 17,24 46 52,87 26 29,89 0,46 0,54

Частота встречаемости гомозиготного генотипа ТТ 
составила 17,24% (15 голов), гетерозиготного генотипа 
СТ – 52,87% (46 голов), гомозиготного генотипа СС 
– 29,89% (26 голов). Частота встречаемости аллеля 
Т – 0,46, аллеля С – 0,54 (табл. 2).

Для проведения ПДРФ-анализа и определения 
полиморфизма гена CSN3 брали 20 мкл ПЦР-пробы 
и обрабатывали 5 ед. эндонуклеазы рестрикции Hinf I в 
1× буфере «О» фирмы СибЭнзим (Россия) при 37 °С в 
течение ночи. По завершении амплификации проводили 
идентификацию продуктов амплификации методом гори-
зонтального электрофореза в 2–2,5%-ном агарозном 
геле и определяли молекулярную массу продуктов. С 
помощью системы GelDoc проводили фиксацию резуль-
татов проведенного электрофореза.

Из 87 исследованных животных 14 коров имели 
гетерозиготный генотип AB, 73 коровы – гомозиготный 
генотип BB (табл. 3).

Таблица 3 
 Полиморфизм гена CSN3 у коров  

джерсейской породы

AA AB BB Частота 
аллелей

N % n % n % A B

0 0 14 16,1 73 83,9 0,14 0,86

Частота встречаемости гетерозиготного генотипа 
AB составила 16,1%, гомозиготного генотипа BB – 

83,9%. Частота встречаемости аллеля A – 0,14, аллеля 
B – 0,86.

Для проведения ПЦР-ПДРФ анализа BLG-гена 
20 мкл ПЦР пробы обрабатывали 5 ед. эндонуклеазы 
рестрикции HaeIII в 1× буфере «G» фирмы СибЭнзим 
(Россия) при 37 °С течение ночи.

Детекцию ПЦР-ПДРФ-анализа определяли 
методом горизонтального электрофореза в 2–2,5%-ном 
агарозном геле. Анализ результатов продемонстрировал, 
что из 87 исследованных животных 35 коров оказались 
носителями гомозиготного генотипа AA, 42 коровы 
имели гетерозиготный генотип AB, 10 коров – гомози-
готный генотип BB. 

Таблица 4 
Полиморфизм гена BLG у коров  

джерсейской породы

AA AB BB Частота 
аллелей

n % N % n % A B
35 40,23 42 48,28 10 11,49 0,6 0,4

Частота встречаемости гомозиготного генотипа 
AA составила 40,23%, гетерозиготного генотипа AB – 
48,28%, гомозиготного генотипа BB – 11,49%. Частота 
встречаемости аллеля A – 0,6, аллеля B – 0,4 (табл. 4).

Целым рядом ученых сделано заключение о том, 
что сам удой, количественное содержание жира в нем и 
белка в молоке определяются сочетанием комплексных 
генотипов, и в этой связи был проведен анализ частоты 
встречаемости комплексных комбинаций генов LEP, 
TG5, CSN3 и BLG. В результате проведенной нами экс-
периментальной работы методом ПЦР-ПДРФ анализа 
на пробах ДНК от 87 коров джерсейской породы и оцен-
ке молочной продуктивности с учетом комплексных ге-
нотипов одновременно по 4 генам было констатировано, 
что среди исследованного поголовья идентифицируется 
31 различный комплексный генотип (табл. 5).

Таблица 5
Показатели молочной продуктивности коров в зависимости от варианта комплексного генотипа генов LEP, 

TG5, CSN3 и BLG

Генотип
Количество Показатели молочной продуктивности

голов % Удой, кг Жир, % Белок, % Массовая доля 
жира, кг

Массовая доля 
белка, кг

LEPCCTG5CCCSN3ABBLGAB 1 1,15 7100,00 5,30 3,30 376,3 234,3
LEPCCTG5CCCSN3BBBLGAA 5 5,75 6208,00+714,65 5,30+0,18 4,12+0,08 329,02+1,29 255,77+0,57
LEPCCTG5CCCSN3BBBLGAB 4 4,6 6787,50+1174,17 4,85+0,99 3,70+0,37 329,2+11,58 251,14+4,39
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LEPCCTG5CCCSN3BBBLGBB 2 2,3 7100,00+370 5,40+0,5 4,25+0,05 383,4+1,85 301,75+0,18
LEPCCTG5CTCSN3ABBLGBB 1 1,15 6320,00 6,00 3,80 379,2 240,16
LEPCCTG5CTCSN3BBBLGAA 8 9,2 6240,00+725,00 5,11+1,18 3,85+0,55 318,86+8,59 240,24+4,00
LEPCCTG5CTCSN3BBBLGAB 3 3,45 5546,67+604,78 5,17+0,59 4,23+0,31 286,76+3,54 234,62+1,85
LEPCCTG5CTCSN3BBBLGBB 2 2,3 6395,00+517,50 6,30+0,05 4,20+0,10 402,89+0,26 268,59+0,52
LEPCCTG5TTCSN3BBBLGAA 3 3,45 6703,33+1462,90 6,83+1,43 4,10+0,17 457,84+20,91 274,84+2,53
LEPCCTG5TTCSN3BBBLGAB 3 3,45 7180,00+1134,28 5,77+0,28 3,73+0,26 414,29+3,22 267,81+2,91
LEPCTTG5CCCSN3ABBLGAA 1 1,15 7510,00 4,60 3,90 345,46 292,89
LEPCTTG5CCCSN3ABBLGAB 2 2,3 6770,00+290,00 5,90+0,80 3,85+0,15 399,43+1,16 260,65+0,22
LEPCTTG5CCCSN3BBBLGAA 3 3,45 5666,67+1337,52 6,13+0,35 4,07+0,55 347,37+4,70 230,63+7,37
LEPCTTG5CCCSN3BBBLGAB 4 4,6 6727,50+819,58 6,10+0,67 3,80+0,44 410,38+5,47 255,65+3,57
LEPCTTG5CTCSN3ABBLGAA 1 1,15 5430,00 6,10 3,60 331,23 195,48
LEPCTTG5CTCSN3ABBLGAB 3 3,45 7896,67+198,72 5,30+0,91 3,93+0,09 418,52+1,81 310,34+0,19
LEPCCTG5TTCSN3BBBLGBB 1 1,15 6270,00 7,90 4,30 495,33 269,61
LEPCTTG5CTCSN3BBBLGAA 6 6,9 7021,67+851,85 5,95+1,18 3,85+0,46 417,8+10,04 270,33+3,90
LEPCTTG5CTCSN3BBBLGAB 5 5,7 6942,00+784,38 6,08+0,79 3,84+0,49 422,07+6,20 266,57+3,86
LEPCTTG5CTCSN3BBBLGBB 3 3,45 5586,67+1304,92 6,13+0,71 4,37+0,21 342,46+9,31 244,14+2,68
LEPCTTG5TTCSN3BBBLGAA 3 3,45 7573,33+577,43 6,17+0,54 3,80+0,22 467,27+3,14 287,79+1,25
LEPCTTG5TTCSN3BBBLGAB 4 4,6 6537,50+946,98 6,73+0,83 3,95+0,15 439,97+7,88 258,23+1,42
LEPTTTG5CCCSN3ABBLGAB 1 1,15 5520,00 6,80 4,20 375,36 231,84
LEPTTTG5CCCSN3BBBLGAA 1 1,15 8120,00 6,10 4,40 495,32 357,28
LEPTTTG5CCCSN3BBBLGAB 2 2,3 5685,00+36,74 6,85+0,04 4,25+0,12 389,42+0,02 241,61+0,05
LEPTTTG5CTCSN3ABBLGAB 3 3,45 7453,33+240,88 7,90+0,65 3,37+0,21 588,81+1,56 251,18+0,49
LEPTTTG5CTCSN3BBBLGAA 3 3,45 7500,00+1505,35 6,63+1,27 3,70+0,45 497,25+19,05 277,5+6,84
LEPTTTG5CTCSN3BBBLGAB 6 6,9 6935,00+1061,57 7,38+0,58 3,80+0,31 511,8+6,11 263,53+3,24
LEPTTTG5CTCSN3BBBLGBB 1 1,15 7420,00 7,50 3,90 556,5 289,38
LEPTTTG5TTCSN3BBBLGAA 1 1,15 6940,00 8,40 3,50 582,96 242,9
LEPTTTG5TTCSN3BBBLGAB 1 1,15 6710,00 7,90 4,00 530,1 268,4

Проведенный ПЦР-ПДРФ анализ и подробное 
исследование комплексных генотипов генов LEP, TG5, 
CSN3 и BLG показали, что у особи с комплексным 
генотипом LEPTTTG5CCCSN3BBBLGAA был наивыс-
ший удой – 8120 кг. Также отмечалось наивысшее 
содержание белка – 4,4%. Животные с генотипом 
LEPTTTG5CТCSN3BBBLGВВ отличаются высокими 
значениями по всем показателям: это уровень удоя – 
7420 кг, содержание жира – 7,5%, содержание белка – 
3,9%. Особь с генотипом LEPTTTG5TТCSN3BBBLGAA 

оказалась лидером по процентному содержанию жира 
– 8,4%. Большинство животных были обладателями 
комплексного генотипа LEPCCTG5CTCSN3BBBLGAA: 
число их – 9,2%, они характеризуются значениями ниже 
среднего по всем показателям.

Заключение

В результате проведенного сравнительного анализа 
с использованием современных инновационных моле-
кулярных методов ДНК-диагностики были идентифи-
цированы особи с комплексными генотипами, имеющие 
наивысший удой, содержание белка и жира в молоке. 
Совместно с предприятием принято решение о включении 
вновь выявленных животных-носителей желаемых слож-
ных комплексных генотипов в племенное ядро для даль-
нейшего получения высокопродуктивного потомства, что 
позволит повысить уровень рентабельности производства 
молока, повысить конкурентоспособность продукции на 
отечественном и мировом продовольственных рынках, 
способствовать эффективному развитию отрасли. Это 
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поможет в формировании системы национальной про-
довольственной безопасности страны.
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THE INFLUENCE OF SOME POLYMORPHIC VARIANTS  
OF PROTEIN AND LIPID METABOLISM GENES IN JERSEY COWS  

ON MILK PRODUCTIVITY INDICATORS

F.F. ZINNATOV1, T.M. AKHMETOV1,3, S.V. TYULKIN1,2, F.F. ZINNATOVA4,  
T.R. YAKUPOV1, K.Yu. NIKOLAEVA1, M.A. STAFIKOPULO1

1 Kazan State Academy of Veterinary Medicine named after N.E. Bauman, Kazan; 
2 V.M. Gorbatov Federal State Budgetary Scientific Research Center for Food Systems of the Russian Academy 

of Sciences, Moscow;
3 Institute of Applied Research of the Academy of Sciences of the Republic of Tatarstan, Kazan, 

4 Tatar Scientific Research Institute of Agriculture, FRC Kazan Scientific Center, Russian Academy of 
Sciences, Kazan

The efficiency of production of high-quality milk depends not only on the conditions of dairy cattle and the quality of 
nutrition, but also on their genetic potential. In this regard, methods to identify the best animals and to predict their breeding 
qualities from an early age are becoming increasingly important. The aim of the study was to identify polymorphic variants 
of lipid and protein metabolism genes (LEP, TG5, CSN3 and BLG) using DNA technologies, and to study their effect 
on productivity indicators of the Jersey cow breed. The identification of desirable complex genotypes will make it possible to 
increase the productivity of dairy livestock, fat content, protein content and increase the economic efficiency of milk production. 
PCR-PDRF analysis and a detailed study of the complex genotypes of the LEP, TG5, CSN3 and BLG genes revealed that 
individuals with the complex genotype LEPTTTG5CCCSN3BBBLGAA showed the highest milk yield – 8120 kg, as well as the 
highest protein content – 4.4%. Animals with the complex genotype LEPTTTG5CTCSN3BBBLGBB were distinguished by 
high values in terms of milk yield – 7420 kg., fat content – 7.5%. As a result, animals with desirable complex genotypes were 
identified and selected into the breeding core.

Keywords: protein, gene, DNA, fat content, milk productivity, PCR, milk yield.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 543.31

ВЛИЯНИЕ ИСТОЧНИКА АКТИВНОГО ИЛА  
НА ХАРАКТЕРИСТИКИ МЕДИАТОРНОГО БПК-БИОСЕНСОРА

А.С. ХАРЬКОВА1*, В.А. АРЛЯПОВ1, М.М. ГЕРЦЕН2

1 ФГБОУ ВО «Тульский государственный университет», 
2 ФГБОУ ВО «Тульский государственный педагогический университет им. Л.Н. Толстого», Тула

Исследовали возможность использования активного ила очистных сооружений промышленного предприятия совместно 
с медиатором ферроценом для формирования биорецепторной системы для экспресс-определения БПК. Аналитический сигнал 
получали амперометрически в двухэлектродной системе с помощью стандартного раствора глюкозо-глутаминовой кислоты 
при потенциале 0,25 В относительно Ag/AgCl. Разработанный биорецепторный элемент показывает высокую стабильность 
работы с относительным стандартным отклонением 5,1% (четырнадцать анализов), быстрое время отклика (5 минут), высо-
кую долговременную стабильность (59 суток) и чувствительность (нижняя граница определяемых концентраций составила 
1,31 мгО2/дм3). Значения БПК, измеренные с помощью разработанного биорецептора, коррелируют с результатами стан-
дартного метода при анализе проб природных вод (R2=0,9901, число образцов 12), что указывает на то, что разработанный 
биосенсор можно использовать для быстрой диагностики индекса БПК5.
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Введение

Оперативная оценка загрязнения окружающей 
среды, в частности, обнаружение органических примесей 
в поверхностных, грунтовых и сточных водах, представля-
ется актуальной задачей на сегодняшний момент. Важной 
характеристикой загрязнения воды органическими соеди-
нениями служит показатель биохимической потребности в 
кислороде (БПК). Стандартный анализ БПК длится не 
менее 5 дней (БПК5), в течение которых загрязняющие 
вещества могут вызвать эвтрофикацию природных водо-
емов и гибель полезных гидробионтов [1]. Существует 
несколько методов, обеспечивающих высокую точность 
измерений БПК; однако они не избавляют от длительной 
инкубации пробы (минимум 5 суток) [6].

Современные подходы к обнаружению орга-
нических соединений заключаются в использовании 
биосенсоров, основанных на применении медиаторов 
электронного транспорта. Медиаторные биосенсоры 
представляют собой наиболее перспективные инстру-
менты для мониторинга состояния окружающей сре-
ды, поскольку их аналитический сигнал не зависит от 

концентрации растворенного кислорода, что позволяет 
проводить анализ в анаэробных условиях. Применение 
медиаторных биосенсоров для оценки БПК5 обеспечи-
вает высокую чувствительность метода, короткое время 
анализа и возможность значительной миниатюризации 
микробных биосенсорных систем по аналогии с совре-
менными глюкометрами. 

Важным этапом разработки БПК-биосенсора 
является выбор биоматериала. В качестве биорецептор-
ных элементов медиаторных БПК-биосенсоров при-
меняют индивидуальные штаммы прокариот и эукариот 
[3, 6, 11], так и различные консорциумы [1, 7–10, 14, 
17]. По сравнению с чистыми культурами, ассоциация 
микроорганизмов дает возможность расширения спектра 
биодеградируемых соединений (и, следовательно, обе-
спечивает более точное определение БПК). В последнее 
время в качестве биорецепторного элемента медиатор-
ных биосенсоров часто применяют микроорганизмы 
активного ила очистных сооружений [1, 8–10, 14, 17]. 
Активный ил служит идеальным биокатализатором для 
БПК анализа, поскольку содержит разнообразное со-
общество гетеротрофов, которые обеспечивают высокую 
долю биодеградации органических веществ. Кроме того, 
применение активного ила для анализа БПК регламенти-
ровано в существующих стандартных методах, поэтому 
его использование в биосенсорах позволяет максимально 
приблизить результаты экспресс-анализа к результатам 
стандартной 5-суточной процедуры. Использование 
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активного ила для определения БПК отмечено в ряде 
работ [1, 8–10, 14, 17]. Нижняя граница определяемых 
концентраций находится в диапазоне 1,0–9,8 мгО2/дм3,  
что позволяет использовать некоторые системы для оцен-
ки природных вод, значение БПК которой находится в 
пределах ПДК – 4 мгО2/л. Автоматизированный био-
сенсор, разработанный в работе [17], на основе активного 
ила и медиатора метиленового синего в оптимальных 
условиях характеризовался высокой долговременной 
стабильностью – 65 дней и широким линейным диапа-
зоном от 1,0 до 100 мгО2/дм3; при этом время анализа 
составляет 9 минут.

В нашем предыдущем исследовании обсуждалась 
возможность использования активного ила с очистных 
сооружений ОАО «ТулаГорВодоканал» в составе рецеп-
торного элемента БПК-биосенсора [1]. Сформированные 
медиаторные биосенсоры на основе ферроцена, ней-
трального красного, метиленового синего, феррицианида 
калия и 2,6-дихлорфенолиндофенола характеризовались 
высокой долговременной стабильностью (от 36 до 40 
суток), высокой чувствительностью (нижняя граница 
определяемых значений БПК5 – 0,01 мгО2/дм3) и экс-
прессностью (время анализа одной пробы не превышает 
15 минут) при определении биохимического потребления 
кислорода. Основной проблемой, ограничивающей ис-
пользование активного ила в составе биорецепторных 
элементов, является сложность стандартизации био-
рецепторных элементов, что вызвано изменяющимся 
микробным составом при эксплуатации биорецепторов. 

Цель настоящей работы состояла в исследовании 
влияния источника инокулята активного ила на аналити-
ческие возможности рецепторного элемента на основе 
амперометрического графито-пастового электрода, мо-
дифицированного медиатором ферроценом.

Материалы и методы

Реактивы и материалы. В качестве медиато-
ра электронного транспорта использовали ферроцен 
(«Sigma-Aldrich», Германия). Для приготовления пи-
тательной среды применяли хлорид натрия («Диаэм», 
Россия), триптон («Condra», Испания), дрожжевой экс-
тракт («Helicon», Россия). Для создания рабочего гра-
фито-пастового электрода были взяты графитовая пудра 
с размером частиц 75 мкм с высокой частотой 99,997% 
(«Fluka», Германия), парафиновое масло («Fluka», Гер-
мания), ацетон («Диаэм», Россия) и диализная мембрана 
с пределом пропускания 14 кДа («Roth», Германия). Для 
проведения биосенсорных измерений использовали на-

трий-калий фосфатный буферный раствор рН=6,8 (33 
мМ KH2PO4 + 33 мМ Na2HPO4, «Диаэм», Россия).

Культивирование микроорганизмов. Микроорга-
низмы активного ила были получены с очистных соору-
жений промышленного предприятия (г. Тула). Микро-
организмы выращивали на среде следующего состава: 
триптон – 10 г/дм3, дрожжевой экстракт – 5 г/дм3,  
NaCl – 10 г/дм3, дистиллированная вода – 200 см3. 
Среду для выращивания клеток стерилизовали авто-
клавированием при давлении в 1,1 атмосфер в течение 
45 минут. Клетки выращивали аэробно 18–20 часов 
при температуре 29 °С. Затем полученную биомассу 
центрифугировали при комнатной температуре при 10000 
об/мин 10 минут. Далее центрифугат промывали 20 мМ 
фосфатным буфером рН 7,2. Осевшие клетки рассу-
спендировали в свежей порции буфера, распределяли по 
порциям и осаждали на центрифуге «Eppendorf» 5 минут 
при 10000 об/мин. Промытую биомассу взвешивали и 
хранили в микропробирках при температуре + 4 °С.

Формирование рабочего электрода. Рабочий 
графито-пастовый электрод формировали, наполняя при-
готовленной пастой «графитовая пудра – минеральное 
масло» пластиковую трубку с площадью рабочей по-
верхности 6,3 мм2. Поверхность электрода механически 
очищали и полировали. Для модификации рабочего элек-
трода экзогенным медиатором электронного транспорта 
навеску ферроцена (10 мг) растворяли в 500 мкл ацетона 
и добавляли к 90 мг графитовой пудре (массовая доля 
ферроцена от общей массы пудры составляла 10% масс.). 

Для формирования биоэлектродов на поверхность 
модифицированного рабочего электрода наносили микро-
организмы активного ила в виде суспензии с титром 330 
мг/мл в количестве 10 мкл. Таким образом, удельная 
масса микроорганизмов на поверхности графито-пасто-
вого электрода составила 0,52 мг/мм2. Для фиксации 
микроорганизмов на поверхности электрода использо-
вали диализную мембрану.

Электрохимические измерения окислительной 
активности биологического материала. Электро-
химические измерения проводили при помощи гальва-
нопотенциостата «IPC-micro» (ООО НТФ Вольта, 
Санкт-Петербург), интегрированного с ПК. Диапазон 
регистрируемых токов 5 нА – 20 мкА.

Регистрацию ответов биосенсоров проводили по 
двухэлектродной схеме. Рабочим электродом служил 
угольно-пастовый с иммобилизованными клетками 
электродом сравнения – насыщенный хлорсеребряный. 
Измерения проводили в калий-натрий фосфатном буфере 
с рН, оптимальном для каждого микроорганизма. Изме-



78

Вестник биотехнологии, 2024, Т. 20, № 2

рения велись при непрерывном перемешивании раствора 
с медиатором, находящегося в электролитической ячейке, 
при помощи магнитной мешалки (300 об/мин).

Измеряемым параметром сигнала сенсора явилась 
амплитуда изменения силы тока (мкА), определяемая 
как разность между конечным и начальным значениями 
токов до и после введения исследуемого раствора в из-
мерительную кювету.

Электрохимические измерения вольтампер-
ных зависимостей. Циклические вольтамперограммы 
регистрировали с помощью вольтамперометрического 
анализатора «Экотест-ВА» (ООО «Эконикс-Эксперт», 
Россия) по трехэлектродной схеме. Все измерения прово-
дились при температуре 22 °С. Объем ячейки – 30 мл.

Оптическая микроскопия. Для изучения роста 
микроорганизмов был использован оптический световой 
микроскоп Nikon Eclipse Ci (Nikon, Япония), оборудован-
ный камерой ProgRes SpeedXT core5 (Jenoptik, Германия). 
Наблюдение проводили в режиме фазового контраста.

Определение БПК стандартным методом. В 
качестве референтного метода для определения БПК5 
был использован метод разбавления. Анализ прово-
дили в соответствии с методикой, указанной в [2]. 
Определение содержания растворенного кислорода про-
водили с использованием БПК-термооксиметра ЭКС-
ПЕРТ-001-4.0.1 (ООО «Эконикс-эксперт», Россия).

Результаты и обсуждение

Структурная и электрохимическая характеристика 
биоэлектродов на основе активного ила.

Морфология активного ила, используемого в каче-
стве рецепторного элемента, представлена на рисунке 1.

Рис. 1. Изображения суспензии активного ила, выпол-
ненные методом оптической микроскопии с фазовым 
контрастом

Активный ил представляет популяцию различных 
микроорганизмов, различающихся по морфологии. В 
составе активного ила преобладают небольшие бакте-
рии, по форме похожие на бактерий рода Escherichia и 
Pseudomonas – типичных представителей активного ила, 
которые также присутствуют в активном иле, используе-
мом ранее для разработки БПК-биосенсора [5, 12, 13].

Сопряжение микроорганизмов активного ила с 
электродом проводили с помощью медиатора ферроце-
на. Выбор ферроцена в качестве модельного медиатора 
обусловлен тем, что электрохимическая реакция с его 
участием не зависит от рН среды, а малая растворимость 
ферроцена в воде позволяет модифицировать графитовую 
пасту, иммобилизуя медиатор на поверхности рабочего 
электрода. Он быстро обратимо окисляется и восста-
навливается и при этом устойчив в обоих состояниях, 
поскольку является сильным окислителем (Е0 = 250 мВ) 
и, таким образом, служит сильным акцептором электро-
нов, забирая электроны от биоматериала [4].

Эффективность электронного переноса в системе 
«активный ил – медиатор ферроцен – графито-пастовый 
электрод» исследовали методом циклической вольтам-
перометрии. На рисунке 2 представлены вольтамперные 
характеристики до и после введения глюкозы.

Рис. 2. Вольтамперограмма графито-пастового элек-
трода на основе активного ила и медиатора ферроцена 
до (1) и после (2) введения окисляемого субстрата – 
глюкозы (концентрация в измерительной ячейке 12,5 
мМ). Скорость развертки – 10 мВ/с

При введении окисляемого субстрата происходит 
увеличение анодного тока, что вызвано регенерацией 
восстановленной формы медиатора через каталитический 
цикл, а это связано с протеканием в присутствии биома-
териала и субстрата электрокаталитического процесса, в 
ходе которого окисленная форма медиатора взаимодей-
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ствует с восстановленными ферментами, переходя при 
этом в восстановленную форму. Увеличение концентра-
ции восстановленной формы вызывает наблюдаемый 
рост анодного пика.

Согласно схематической модели процесса окис-
ления субстрата ферментами микроорганизмов в при-
сутствии переносчиков электронов, субстрат проникает 
через мембрану к ферменту и взаимодействует с ним. В 
результате фермент восстанавливается, и, в свою очередь, 
отдает электроны молекуле медиатора непосредственно 
или через определенный сайт дыхательной цепи. Меди-
атор окисляется на электроде и вступает в новый цикл 
взаимодействия с ферментными системами биоматериала. 

Скорость взаимодействия биокатализатора с ме-
диатором ферроценом оценивали, определяя константу 
скорости взаимодействия медиатора с биоматериалом, 
применяя модель Николсона – Шайна [16]; для этого 
фиксировали предельный анодный ток в присутствии и 
в отсутствие субстрата при разных скоростях развертки. 
Полученные отношения предельных анодных токов в 
присутствии и в отсутствие субстрата линейно зависят 
от обратной величины корня скорости развертки, что 
позволяет по тангенсу угла наклона линейной регрессии 
рассчитать константу скорости взаимодействия клеток с 

исследуемым медиатором, которая составила 0,21±0,02 
дм3/(г·с). По сравнению с другими микроорганизмами 
активный ил характеризуется более высокой константой 
взаимодействия с медиатором ферроценом [1, 4], что 
предопределяет его применение для создания высоко-
чувствительного БПК-биосенсора.

Влияние негативных факторов окружающей 
среды на рецепторную систему

Сточные воды промышленных предприятий 
могут содержать вещества, оказывающие негативное 
влияние на окислительную активность микроорганиз-
мов рецепторной системы. Поэтому при разработке 
биосенсора для определения БПК важным является 
изучение влияния негативных факторов окружающей 
среды на его функционирование. Водородный показа-
тель среды выступает как один из факторов, влияющих 
на активность клеточных ферментов и чувствительность 
биорецептора к различным субстратам. В работе ис-
следовано изменение окислительной активности клеток 
бактерий активного ила при варьировании pH от 5,6 до 
7,8 (нижней и верхней границами возможных pH бу-
ферной системы KH2PO4/Na2НPO4). На рисунке 3А 
представлена зависимость ответа биосенсора на основе 
активного ила от pH среды.

 

 

Рис. 3. Зависимость ответа биосенсора на основе суспензии микроорганизмов от рН среды (А) и наличия ионов 
тяжелых металлов, взятых в концентрациях 10 ПДК и 100 ПДК (Б)

А.С. Харькова1 и др., с. 76–84
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Ответ биосенсора от 6,6 до 7,4 практически не 
изменяется, микроорганизмы активного ила проявляют 
большую физиологическую активность в данном диапа-
зоне рН, что соответствует литературным данным [15]. 
Рецепторные системы на основе активного ила, взятого 
из других источников, также соответствуют данному 
диапазону.

Необходимо отметить, что основным фактором, 
который может снижать отклик биосенсора и даже при-
водить к гибели биорецептора, служит наличие ионов 
тяжелых металлов в сточных водах. Механизмы их 
взаимодействия с ферментами различны: замещение 
физиологически важных катионов и неметаллсодержа-
щих оксианионов в активных центрах ферментов, связы-
вание функциональных сульфидгидрильных групп и др. 
[18]. Для изучения ингибирующего действия соединений 
тяжелых металлов была исследована зависимость окис-
лительной способности используемых микроорганизмов 
от присутствия в растворе ионов Cd2+, Pb2+, Zn2+, Fe3+ и 
Cr2O7

2- в диапазоне концентраций, превышающих ПДК 
для водоемов в 10 и 100 раз. Измеряемым параметром 
был ответ биосенсора на добавление ГГС в присутствии 

солей. На рисунке 3Б представлено сравнение влияния 
тяжелых металлов на суспензию исследуемых бактерий. 
При превышении ПДК в 100 раз для всех исследуемых 
ионов тяжелых металлов снижение ответов рецепторной 
системы на основе микроорганизмов активного ила со-
ставляет не более 20%, что может свидетельствовать 
об естественно сформированных механизмах защиты от 
ионов тяжелых металлов, реализуемых в консорциуме.

Метрологические и аналитические характери-
стики БПК-биосенсора

Индекс БПК5 является интегральным показате-
лем, поэтому в качестве биоматериала для рецепторных 
элементов используют микроорганизмы с широкой 
субстратной специфичностью. Источник отбора актив-
ного ила ввиду отличающего состава может повлиять 
на селективность биорецепторного элемента, поэтому 
исследована субстратная специфичность биорецептора 
на основе активного ила очистных сооружений промыш-
ленного предприятия, которую сравнивали с субстратной 
специфичностью биорецепторного элемента на основе 
активного ила городских очистных сооружений, исполь-
зуемого ранее [1] (рис. 4).

Рис. 4. Субстратная специфичность рецепторных элементов на основе активного ила промышленного предприятия  
и городских очистных сооружений [4]

Биорецепторный элемент на основе активного ила 
городских очистных сооружений [1] окисляет более ши-
рокий спектр соединений, чем сформированный на основе 
активного ила, предоставленного промышленным пред-
приятием. Следует отметить одинаковую тенденцию двух 
биорецепторов более эффективно окислять углеводы, чем 
другие классы органических соединений. Возможность 
окисления разветвленных спиртов сформированным био-

рецепторным элементом, в отличие от описанного ранее, 
обусловлено характером промышленных сточных вод.

Для количественного определения содержания 
анализируемых веществ в образце были получены ги-
перболические зависимости ответа биосенсора от БПК5 
(рис. 5), которые были аппроксимированы в рамках ки-
нетики Михаэлиса – Ментен. В качестве стандартного 
раствора была выбрана глюкозо-глютаматная смесь, 
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которую применяют в международной практике при 
определении БПК5 [2].

Рис. 5. Градуировочные зависимости ответа сенсора от 
концентрации БПК5

Полученная зависимость была аппроксимирована 
уравнениями гиперболы с двумя параметрами основопо-
лагающего уравнения ферментативной кинетики Михаэ-
лиса – Ментен. Следует отметить высокий коэффициент 
смешанной корреляции – 0,9932, что указывает на 
высокую степень взаимосвязи аналитического сигнала 

от БПК5. По данному критерию рецепторный элемент 
превосходит аналог на основе активного ила очистных 
сооружений «ТулаГорВодоканала» [1], где коэффициент 
смешанной корреляции составляет 0,9882. Найдены 
значения физико-химических параметров, такие как ка-
жущаяся константа Михаэлиса KM, которая составила 
26±8 мгO2/дм3, и максимальная скорость фермента-
тивной реакции – 2,0±0,4 мкА. Следует отметить схо-
жесть максимальных скоростей ферментативных реакций 
рецепторных элементов на основе активного ила разного 
происхождения, в предыдущих исследованиях значение 
данного параметра составило 3,5±1,6 мкА. Существенное 
различие выявлено при сравнении констант Михаэлиса 
для двух биорецепторных элементов. Биорецепторный 
элемент на основе активного ила очистных сооружений 
«ТулаГорВодоканала» характеризуется более низкой 
константой Михаэлиса 0,09±0,05 мгO2/дм3, что ука-
зывает на более высокое сродство данного биорецептора 
к аналиту. 

Для анализа стабильности и устойчивости ответа 
сенсора при длительном использовании были иссле-
дованы такие характеристики, как долговременная и 
операционная стабильность. В таблице 1 представлены 
все характеристики разработанных медиаторных био-
сенсоров на основе активного ила и аналогов.

Таблица 1
Характеристики медиаторных биосенсоров на основе активного ила

Биоматериал/проводящая система рН
Долговременная 

стабильность, 
сутки

Относительное 
стандартное 

отклонение, %  
(n=15, Р=0,95)

Линейный 
диапазон БПК5, 

мгО2/дм3

Время 
анализа, 

мин
Ссылка

Активный ил промышленного  
предприятия /ферроцен 7,0 59 5,1 1,31–1,6 5 Данная 

работа
Активный ил очистных сооружений 
«ТулаГорВодоканала» /ферроцен 7,0 49 4,7 0,01–0,06 8 [1]

Активный ил/метиленовый синий/
графен 6,5 65 2,9 1–100 9 [17]

Бактерии из активного ила/
ковалентно связанный ферроцен/ 
УНТ

6,8 50 5,0 0,1–4,5 5 [3]

Разработанный БПК-биосенсор на основе актив-
ного ила позволяет получать стабильный сигнал – относи-
тельное стандартное отклонение не превышает 6%, а вре-
мя стабильной работы более 50 суток. Следует отметить, 
что нижняя граница определяемых концентраций БПК5 
разработанного биосенсора дает возможность проводить 
анализ природных вод, где значение БПК5 может быть 
довольно низким и составлять ~1 мг/дм3 (чистые при-
родные воды). Разработанный биорецепторный элемент 

обладает необходимой для анализа в области ПДК чув-
ствительностью (2 мгО2/дм3) и требует меньше времени 
для единичного анализа, что делает его перспективным 
для проведения анализа БПК5 в поверхностных и сточных 
водах. Источник отбора активного ила и способы форми-
рования рецепторного элемента изменяют характеристики 
получаемого биосенсора (см. табл. 1), однако следует 
отметить перспективность использования активного ила 
в качестве рецепторного элемента биосенсора. 

А.С. Харькова1 и др., с. 76–84
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Апробация разработанного биосенсора. Апроба-
ция биосенсора на основе активного ила была проведена 
на двенадцати образцах природной и сточной воды. 
Отбор проб и определение БПК5 стандартным методом 
осуществлялось согласно действующим нормативным 
документам. На рисунке 6 представлена корреляция ре-
зультатов анализа стандартным и биосенсорным методам.

Рис. 6. Линейная зависимость результатов анализа 
БПК5 проб, полученная стандартным и биосенсорным 
методами

Статистическая обработка (модифицированный 
тест Стьюдента) полученных результатов показала, что 
данные, полученные обоими методами, незначимо от-
личаются. Разработанный биосенсор можно эффективно 
использовать в качестве альтернативы стандартному 
анализу БПК5.

Заключение

Разработан БПК-биосенсор на основе активного 
ила и медиатора ферроцена. Структуру исследуемого ми-
кроорганизма изучили с помощью оптической микроско-
пии. Были определены такие метрологические и аналити-
ческие характеристики биосенсора, как: долговременная и 
операционная стабильности, субстратная специфичность, 
нижняя граница определяемых содержаний. Полученные 
данные показали, что экспресс-анализаторы на основе 
активного ила обладают высокой чувствительностью 
(нижняя граница составила 1,31 мгО2/дм3), дают от-
вет в течение длительного времени (более 50 суток) и 
занимают меньше времени на единичный анализ (менее 
15 минут). Результаты анализа образцов природных вод, 
полученные биосенсорным и стандартным методом, от-
личаются незначительно, что указывает на перспективу 
использования разработанного биосенсора в качестве 
прототипа для разработки серийных анализаторов БПК.
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FORMATION OF A RECEPTOR SYSTEM BASED ON ACTIVE SLUDGE  
FOR THE BIOCHEMICAL OXYGEN DEMAND EXPRESS DETERMINATION

A.S. KHARKOVA1, V.A. ARLYAPOV1, M.M. GERTSEN2

1 Tula State University, 
2 Tula State Pedagogical University named after. L.N. Tolstoy, Tula

The possibility of using active sludge from the effluent treatment plant and the ferrocene mediator to form a bioreceptor system for 
the express determination of the biochemical oxygen demand (BOD) was studied. The analytical signal was obtained amperometrically 
in a two-electrode system using a standard glucose-glutamic acid solution at a potential of 0.25 V relative to Ag/AgCl. The developed 
bioreceptor element shows high stability with a relative standard deviation of 5.1% (fourteen analyses), fast response time (5 minutes), 
high long-term stability (59 days) and sensitivity (the lower limit of the determined concentrations was 1.31 mg O2/dm3 ). The BOD 
values measured by the developed bioreceptor correlate with the results of the standard method in the analysis of natural water samples 
(R2 = 0.9901, number of samples 12), which indicates that the developed biosensor can be used for rapid diagnosis of the BOD5 index.
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Введение

Одними из зарегистрированных диагностических 
препаратов, применяемых для лабораторной диагности-
ки чумы, являются иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие чумные адсорбированные лошадиные, 
лиофилизат для диагностических целей (ИДФЧ). В 
ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» 
Роспотребнадзора разработана биотехнология и на ос-
новании приказа Министерства здравоохранения СССР 
№ 682 от 16 сентября 1971 года осуществляется серий-
ное производство данного препарата. ИДФЧ представ-
ляет собой меченную флуоресцеин-5-изотиоцианатом 
(ФИТЦ) иммуноглобулиновую фракцию чумной 
агглютинирующей сыворотки, полученной от гиперим-
мунизированных живой культурой вакцинного штамма 
чумного микроба EV лошадей и адсорбированной уби-
тыми клетками псевдотуберкулезных микробов. Готовая 
форма препарата выпускается в ампулах ШПВ (ШП)-6, 

НС-3 по 1,0 мл. В состав препарата входят консервант 
– мертиолят натрия (0,01%) и компоненты среды высу-
шивания (стабилизаторы) – натрия тиосульфат (0,1%), 
сахароза (0,9%). 

Одним из технологических этапов приготовле-
ния ИДФЧ является его высушивание посредством 
лиофилизации, которая осуществляется с применением 
сублимационной сушильной установки Heto Power 
Dry PL 9000/90 (Thermo Fisher Scientific, Дания). 
Периодически после сушки ИДФЧ отмечается брак 
препарата по показателю «внешний вид» по причине 
«вспенивания» продукта, в ряде случаев количество за-
бракованных ампул достигает 60%. Опыт эксплуатации 
вышеназванного оборудования выявил ряд его недостат-
ков: к существенным, а, иногда и к критичным, следует 
отнести невозможность замораживания препаратов не-
посредственно в продуктовой камере лиофилизатора, а 
также отсутствие функции охлаждения препарата в ходе 
проведения процесса сушки. Кроме того, нами отмечена 
крайне нестабильная работа электронных компонентов 
оборудования. Вышеперечисленных недостатков лише-
на имеющаяся в нашем распоряжении сублимационная 
сушильная установка Epsilon 2-6D (Martin Christ, 
Германия). Поэтому логичной выглядела попытка ее 
применения для лиофилизации ИДФЧ. Надо отме-
тить, что подбор параметров лиофилизации в каждом 
конкретном случае является сложной технологической 
задачей [7].
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Многими, в том числе нашими исследованиями, 
отмечена важная роль первой процедуры процесса 
сублимационной сушки – замораживания. На этом 
этапе формируется структура продукта, которая опре-
деляет ход остальных этапов сушки, а, в ряде случаев, 
требуемые свойства полученного вещества [2, 4, 10]. 
Необходимо отметить, что структура замороженного 
продукта напрямую определяет интенсивность сушки 
при сублимации и десорбции [12].

Вторая стадия лиофилизации состоит в первичном 
высушивании (сублимации). В ходе протекания данной 
процедуры основное количество замороженной воды (до 
90%) выводится из продукта сублимацией. Условием 
обеспечения операции перемещения несвязанной жид-
кости из замороженного состояния в пар, без жидкой 
стадии является значение вакуума в сушильной уста-
новке ниже давления насыщенных паров отвердевшего 
вещества. В обзоре литературы, посвященном вопросам 
лиофилизации живых вакцин [4], отмечено, что интен-
сивность сублимации определяется рядом факторов, к 
основным из которых можно отнести:

-	 высота лиофилизируемого продукта [13];
-	 порозность отвердевшего вещества, зависящая, 

как правило, от температурно-временных характеристик 
процедуры замораживания [9];

-	 площадь лиофилизируемого вещества [2];
-	 температура греющих полок, а соответственно, и 

продукта. 
При увеличении данной характеристики интенсив-

ность сублимации повышается [6]. При этом необходимо 
учитывать следующее обстоятельство: требуется, чтобы 
температура продукта не превышала значений температу-
ры его эвтектики, или стеклования. Невыполнение этого 
условия может привести к полному или частичному от-
таиванию лиофилизируемого вещества и возникновению 
эффекта коллапса («вспенивания»). Нужно сказать о 
том, что область эвтектики, или стеклования, индиви-
дуальна для каждого продукта.

Заключительной процедурой лиофилизации 
служит десорбция связанной влаги (досушивание) до 
требуемого значения потери в массе при высушивании 
(ПМВ). Для нее характерно принудительное по-
вышение температуры препарата до положительных 
значений. 

Таким образом, научно обоснованный подбор 
характеристик сублимационного высушивания, в том 
числе температурно-временных, играет большую роль 
для сохранения качества продукта и его стабильности 
при хранении. 

Цель исследования – разработка параметров 
лиофилизации ИДФЧ на современном оборудовании.

Материалы и методы

В работе использовали иммуноглобулины диагно-
стические флуоресцирующие чумные адсорбированные 
лошадиные, лиофилизат для диагностических целей по 
ТУ 8961-016-01898109-2007 (ФКУН Российский 
противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, 
регистрационное удостоверение Росздравнадзора ФСР 
2007/00881 от 19.09.2022 г.) и полуфабрикаты данного 
препарата (смесь иммуноглобулинов с компонентами 
среды высушивания до и после лиофилизации).

Лиофилизация образцов препаратов проводилась 
на сублимационных сушильных установках Heto Power 
Dry PL 9000/90 (Thermo Fisher Scientific, Дания) и 
Epsilon 2-6D (Martin Christ, Германия).

Для исследования свойств полуфабрикатов и го-
товой формы ИДФЧ применяли методы, изложенные 
в ТУ 8961-016-01898109-2007 «Иммуноглобулины 
диагностические флуоресцирующие чумные адсорби-
рованные лошадиные, лиофилизат для диагностиче-
ских целей», и анализировали следующие показатели: 
внешний вид, подлинность, растворимость, рН, ПМВ, 
герметизация, белок, молярное соотношение ФИТЦ/
белок, степень очистки препарата от примеси свободного 
ФИТЦ, специфическая активность и специфичность. 
Дополнительно определяли содержание остаточного 
кислорода в ампулах.

Показатель «внешний вид» контролировали ви-
зуально. Лиофилизированный препарат должен пред-
ставлять аморфную массу оранжевого цвета.

Определение подлинности, специфической ак-
тивности и специфичности проводили прямым иммуно
флуоресцентным методом путем микроскопии мазков, 
приготовленных из штаммов бактерий Yersinia pestis, 
Yersinia pseudotuberculosis I–VI сероваров и Shigella 
sonnеi. Рабочее разведение препарата должно быть не 
менее 1:8. Препарат должен вызывать специфическое 
свечение на 3–4 креста Yersinia pestis и не должен вы-
зывать специфическую иммунофлуоресценцию Yersinia 
pseudotuberculosis I–VI сероваров и Shigella sonnеi.

Растворимость (время растворения) устанавлива-
ли визуально, для чего добавляли в первичную упаковку 
дистиллированную воду с температурой 20±2 °С в 
количестве 1 мл. Если препарат полностью растворялся 
при встряхивании в течение 3 мин и в растворенном виде 
представлял собой гомогенную опалесцирующую жид-



87

кость желто-зеленого цвета без осадка, то его считали 
прошедшим испытания.

рН определяли потенциометрически с использова-
нием рН-метра-милливольтметра рН-410 («Аквилон», 
Россия). Нормируемое значение находилось в пределах 
от 8,0 до 9,5.

Определение ПМВ проводили с помощью инфра-
красного термогравиметрического анализатора влажно-
сти MA 150 (Sartorius, Германия) весовым методом. Для 
контроля использовали содержимое ампул в количестве 
0,15–0,20 г. ПМВ не должна превышать 3,0%.

Для проведения испытаний на герметичность 
100% ампул погружали в ёмкость, заполненную водой, 
подкрашенной метиленовым синим. Емкость герме-
тически закрывали и создавали в ней избыточное, по 
сравнению с атмосферным, давление 100±20 кПа. Это 
давление выдерживали в течение 20–25 мин, после чего 
устанавливали в ёмкости давление, равное атмосферному. 
Ампулы вынимали и просматривали на наличие в них 
подкрашенной воды. Ампулы, содержащие подкрашен-
ную воду, браковали. 

Определение содержания белка проводили спек-
трофотометически при двух длинах волн 280 и 495 нм. 
Расчет осуществляли по формуле (1):

X=
(D280 - 0,37D495)×50

D280

, (1)

где Х – содержание белка, мг/мл; 
D495 – оптическая плотность раствора при длине 

волны 495 нм; 
D280 – оптическая плотность раствора при длине 

волны 280 нм, 
Концентрация белка в препарате должна состав-

лять от 1 до 2%. 
Молярное соотношение ФИТЦ/белок контро-

лировали спектрофотометрически при двух длинах волн 
– 280 и 495 нм. Расчет вели по формуле (2): 

X=
2,86×D495

D280 - 0,37D495

, (2)

где Х – соотношение ФИТЦ/белок; 
D495 – оптическая плотность раствора при длине 

волны 495 нм; 
D280 – оптическая плотность раствора при длине 

волны 280 нм. 
Искомая величина должна составлять от 5,0 до 

14,0.
Полноту очистки препарата от примеси свободного 

ФИТЦ определяли методом восходящей хроматографии 

на бумаге по стандартной методике. На хроматограмме 
должно обнаруживаться одно яркое флуоресцирующее 
пятно, свидетельствующее об отсутствии свободного 
флуорохрома. 

Для определения величины остаточного кислоро-
да в ампулах применяли газоанализатор Oxybaby M+ 
(WITT-Gasetechnik, Республика Корея). Количество 
исследуемых образцов должно составлять 0,2√N, где N 
– число образцов в контролируемой серии. Концентра-
ция кислорода в составе защитных газов, содержащихся 
в ампулах, не должна превышать 2% (по объему). 

Результаты и обсуждение

Особенностью лиофилизации препарата на уста-
новке Heto Power Dry PL 9000/90 являлось то, что 
ИДФЧ совместно с греющими полками установки 
предварительно в течение 16–18 ч замораживали в 
низкотемпературном холодильнике до минус 70 °С, по-
сле чего перемещали в сушильную машину и создавали 
в ней вакуум. В течение первого часа температура полок 
и препарата самопроизвольно поднималась до минус 
25–27 °С, после чего стабилизировалась. Нагрев полок 
проводили, начиная с 5–6 ч, повышая температуру на 
10 °С до достижения 20 °С. При достижении ИДФЧ 
названной температуры температуру полок повышали до 
25 °С и выдерживали ее в течение 2–3 ч. Температура 
конденсатора-охладителя и вакуум в ходе процесса со-
ставляли: минус 70 °С и 0,1 mbar соответственно. Общая 
продолжительность лиофилизации (без учета времени 
замораживания) занимала от 20 до 22 ч. 

Первоначальным этапом исследований было 
проведение лиофилизации ИДФЧ на машине Epsilon 
2-6D в соответствии с методическими приемами и пара-
метрами, описанными в промышленном регламенте для 
установки Heto Power Dry PL 9000/90.

Перед лиофилизацией полуфабрикат ИДФЧ 
смешивали со средой высушивания и разливали по 
ампулам в количестве 1,0 мл, далее замораживали в 
низкотемпературном холодильнике до минус 70 °С в 
течение 16–18 ч и перемещали в лиофилизатор Epsilon 
2-6D; после этого в течение часа охлаждали полки до 
минус 25–27 °С. Температура конденсатора-охладителя 
и вакуум в ходе процесса составляли: минус 70 °С и 0,1 
mbar соответственно. Режим сублимационной сушки 
ИДФЧ, реализованный на машине Epsilon 2-6D по 
методике лиофилизации на Heto Power Dry PL 9000/90, 
представлен на рисунке 1. Дополнительно в ходе процесса 
контролировали показатель LyoRх, характеризующий из-

А.В. Комиссаров и др., с. 85–92
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менение электрического сопротивления. На сублимаци-
онной сушильной установке Epsilon 2-6D определяемое 

датчиком электрическое сопротивление отображается на 
экране монитора в процентах.

Рис. 1. Режим сублимационной сушки ИДФЧ, реализованный на машине Epsilon 2-6D  
по методике лиофилизации на Heto Power Dry PL 9000/90

После сушки до 60% ампул с лиофилизатом 
ИДФЧ имели внешний вид, представленный на ри-
сунке 2. Препарат представлял собой неоднородную, 
полностью разрушенную таблетку и не соответствовал 
показателю качества «описание». Обращает на себя 
внимание резкое снижение значения показателя LyoRх 
после перемещения ампул из низкотемпературного холо-
дильника в сушильную установку со 100 до 65%.

Рис. 2. Внешний вид ампул с лиофилизатом ИДФЧ 

Основными характеристиками вещества, на знании 
которых существует возможность установить требуемые 
параметры процедур замораживания и последующей 
сублимации, являются температуры полного замерзания, 
нижняя и верхняя эвтектические температуры [2, 6].

С целью установления указанных характеристик 
ИДФЧ использовали методику, описанную L. Rey 

[11]. В ходе реализации эксперимента осуществляют 
одновременное определение температуры изучаемого 
вещества и электрического сопротивления (LyoRх) в 
ходе заморозки с дальнейшим оттаиванием материла. 
Температура полного замерзания характеризуется тем 
значением, при котором электрическое сопротивление 
начинает оставаться постоянным. Нижняя и верхняя 
эвтектические температуры определяются по точкам 
перегиба прямой на графике, выражающем взаимосвязь 
электрического сопротивления и температуры. Этот 
методический подход был успешно использован для 
определения вышеназванных показателей в специфичес
ких иммуногенных компонентах холерной химической 
вакцины [5] и живой туляремийной вакцины с новым 
составом среды высушивания [1].

На рисунке 3 изображен график зависимости элек-
трического сопротивления от температуры изучаемых 
образцов ИДФЧ. Ее анализ дает основания констати-
ровать, что температура полного замерзания, нижняя и 
верхняя эвтектические температуры составляют: минус 
43 °С (точка А), минус 37 °С (точка В) и минус 32 °С 
(точка С) соответственно. 

Пользуясь полученными значениями температур, 
а также рекомендациями изложенных рядом исследо-
вателей [6, 8], можно говорить о целесообразности за-
мораживания ИДЧФ до минус 42–47 °С (на 5–10 °С 
меньше величины нижней эвтектической температу-
ры) и сублимации препаратов при температуре минус 
32–37 °С. 
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Рис. 3. Кривая, выражающая взаимосвязь электриче-
ского сопротивления и температуры ИДФЧ 

Также результаты данного этапа работы дают 
основание утверждать, что температурный режим этапа 
сублимации при сушке ИДФЧ на машине Epsilon 2-6D, 
реализованный в ходе эксперимента, моделирующего 
условия лиофилизации на установке Heto Power Dry PL 
9000/90, приводит к «вспениванию» материала.

Применяя разработанную нами расчетную зависи-
мость (3) для оценки величины ПМВ при лиофилизации 

диагностических препаратов [3], был проведен расчет 
длительности досушивания при температуре 25 °С для 
достижения ПМВ, равной 1,5–1,6%, которая составила 
2 ч.

Y=1,15-0,45X1-0,3X2+0,175X3, (3)

где Y – ПМВ, %; Х1 – температура досушивания, 
°С; Х2 – время досушивания, ч; Х3 – количество пре-
парата в ампуле, мл.

На основании полученных экспериментальных и 
расчетных данных был предложен и реализован режим 
сублимационной сушки, представленный на рисунке 4. 
Кроме того, в процессе сушки контролировали показа-
тель LyoRх.

По экспериментально обоснованным параметрам 
лиофилизации была приготовлена производственная 
серия ИДФЧ и исследованы ее свойства сразу после 
получения и по окончании нормируемого срока годности 
(2 года). Полученные данные представлены в таблице 
1 и дают основания говорить о том, что характеристики 
препарата соответствуют предъявляемым требованиям 
и остаются неизменными в ходе установленного срока 
годности; при этом лиофилизация не оказывает отрица-
тельного влияния на качество продукта. 

Рис. 4. Усовершенствованный режим сублимационной сушки ИДФЧ, реализованный на машине Epsilon 2-6D

Таблица 1
Результаты исследования свойств ИДФЧ

Показатели Норма по ТУ 8961-016-01898109-2007
Результаты испытаний

Препарат до 
высушивания

На момент выпуска 
препарата 

Препарат после 2 
лет хранения

Описание Аморфная масса оранжевого цвета. неприменимо соответствует соответствует

Растворимость

Содержимое ампулы должно полностью 
растворяться в 1 мл дистиллированной воды 
в течение 3 мин при встряхивании. После 
растворения – опалесцирующая жидкость 
желто-зеленого цвета, без осадка.

неприменимо 20 секунд 20 секунд

А.В. Комиссаров и др., с. 85–92
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рН От 8,0 до 9,5 8,2 8,2 8,2
ПМВ не более 3% неприменимо 1,5 1,5

Герметизация Ампулы с препаратом должны быть герме-
тичны неприменимо герметичны герметичны

Белок От 1 до 2% 1 1 1
Молярное 
соотношение 
ФИТЦ/белок

От 5,0 до 14,0 5,5 5,5 5,5

Степень очистки 
препарата от при-
меси свободного 
ФИТЦ

Не должно быть свободного флуорохрома соответствует соответствует соответствует

Рабочее разведе-
ние Не менее 1:8 1:8 1:8 1:8

Специфическая 
активность 

Препарат в рабочем разведении должен 
вызывать специфическое свечение Y. pestis 
в концентрации 5×108 м.к./мл интенсивно-
стью на 3–4 креста.

соответствует соответствует соответствует

Специфичность
Препарат в рабочем разведении не должен 
вызывать иммунофлуоресценцию Y. pseu-
dotuberculosis I–VI сероваров и S. sonnei в 
концентрации 5×108 м.к./мл.

соответствует соответствует соответствует

Следует отметить, что 98–99% лиофилизатов 
ИДФЧ после окончания сушки имели вид хорошо 
сформированной однородной таблетки (рис. 5). Кроме 
того, доказана адекватность формулы (1) для расчета 
ПМВ. Анализируя динамику показателя LyoRх, можно 
говорить о том, что его значения в ходе сублимации не 
снижаются ниже 85%, что обеспечивает нахождение 
препарата в зоне его эвтектических температур в ходе 
протекания данного процесса.

Рис. 5. Внешний вид ампул с лиофилизатом ИДФЧ, 
полученным по усовершенствованному режиму субли-
мационной сушки на машине Epsilon 2-6D

Также необходимо сказать о том, что общее вре-
мя сублимационной сушки составляет до 16 ч, включая 
замораживание. Это существенно ниже по сравнению 
с продолжительностью процесса при использовании 
установки Heto Power Dry PL 9000/90, которое до-
стигает до 36–40 ч (16–18 ч – замораживание и 20–22 
ч – непосредственно сама сушка).

Заключение

Проведенные исследования показали, что ли-
офилизаты иммуноглобулинов диагностических флу-
оресцирующих чумных, полученные в соответствии 
с новой схемой их сублимационного высушивания на 
современном оборудовании, по физико-химическим и 
иммунобиологическим характеристикам соответствуют 
всем требованиям нормативной документации. 

Доказано, что применение экспериментально 
обоснованных методических приемов лиофилизации 
позволило снизить процент брака препарата с 60 до 
1–2%. Выявлено, что предложенные параметры лио
филизация не оказывает отрицательного влияния на 
качество продукта. Определено, что время проведения 
процесса уменьшается в более чем в 2 раза (с 36 до 
16 ч). В ходе исследований долгосрочной стабильно-
сти установлено, что в течение установленного срока 
годности показатели качества препаратов остаются 
неизменными. 

Результаты экспериментов позволили внедрить в 
производство иммуноглобулинов диагностических флу-
оресцирующих чумных адсорбированных лошадиных, 
лиофилизата для диагностических целей новые методиче-
ские приемы лиофилизации и обосновать использование 
новых сублимационных установок.
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DEVELOPMENT OF A PROCESS FOR LYOPHILIZATION OF DIAGNOSTIC 
FLUORESCENT PLAGUE IMMUNOGLOBULINS ON MODERN EQUIPMENT

A.V. KOMISSAROV, M.V. OVCHINNIKOVA, O.A. LOBOVIKOVA, S.A. BADARIN,  
D.N. BIBIKOV, N.V. SINITSYNA, E.A. GLAZKOVA, G.N. GINENKO, T.Yu. KIRILLOVA,  

V.V. VOLOSEVICH, A.K. NIKIFOROV

Russian Anti-Plague Institute «Microbe» of the Rospotrebnadzor, Saratov

A new scheme for the lyophilization of diagnostic fluorescent plague immunoglobulins using modern equipment has been proposed. 
The scheme consists in freezing the drug to a temperature of complete freezing, keeping it in that state for 1–2 hours, raising the 
temperature in the sublimation chamber according to a certain program. The proposed technology makes it possible to significantly cut 
down rejects in the production of dry preparations, reduce the duration of the process and fully preserve the standardized characteristics 
of the preparation.
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 577.32

ОЦЕНКА УРЕАЗНОЙ АКТИВНОСТИ РЕДКИХ ДРОЖЖЕЙ  
КИШЕЧНИКА ЧЕЛОВЕКА В РАЗНЫХ ТЕМПЕРАТУРНЫХ  

И КИСЛОРОДНЫХ РЕЖИМАХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

В.В. ПРОКОПЬЕВ1,2*, Е.В. ЭПП1, Е.Б. КАРАБАСОВА2

1 ООО КДЛ «Здоровье»,  
2 ФГБОУ ВО «Алтайский государственный медицинский университет» Минздрава России, Барнаул 

В настоящей работе нами была изучена уреазная активность редких дрожжей кишечника человека для оценки значимо-
сти этого фермента агрессии в патогенезе микозов человека. Уреазную активность изучали на дрожжевых грибах Rhodotorula 
mucilaginosa, Trichosporon asahii, Geotrichum candidum, Pichia kudriavzevii, Pichia kluyverii, Brettanomyces bruxellensis, 
Wickerhamiella pararugosa, выделенных в ходе бактериологического исследования из кала пациентов амбулаторного отделения 
медицинского центра. Уреазную активность оценивали на среде Кристенсена с использованием микропланшетного фото-
метра в течение 96 часов инкубации в аэробных условиях при 25 °С и 35 °С, в капнофильных условиях (10% СО2) – при 
35 °С и в анаэробных условиях – при 25 °С. Установлено, что Rh. mucilaginosa, T. asahii, P. kudriavzevii, W. pararugosa 
способны синтезировать уреазу при различных температурах в аэробных и анаэробных условиях культивирования, что может 
свидетельствовать об их патогенном потенциале. Неспособность G. candidum проявлять уреазную активность при темпера-
турно-кислородных условиях различных биотопов человека позволяет предположить наличие других механизмов реализации 
в развитии заболеваний, вызываемых данным аскомицетом. У аскомицетных дрожжей P. kluyverii и B. bruxellensis выявлена 
уреазная активность только при 25 °С, что говорит об отсутствии действия уреазы в патогенезе заболеваний, вызванных вы-
шеуказанными микроорганизмами.

Ключевые слова: ферменты, уреаза, Rhodotorula mucilaginosa, Geotrichum candidum, Trichosporon asahii, температура 
культивирования, уровень кислорода.
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Введение

Исследование микобиоты различных биотопов 
организма человека привело к необходимости изучения 
вопроса о роли выделенных редких микромицетов в 
типе их симбиотических взаимодействий по отношению 
к организму человека. 

Микроскопические грибы, принадлежащие к от-
дельному царству Fungi, обладают уникальными генами, 
отсутствующими как у самого человека, так и у других 
представителей нормальной микрофлоры, а соответ-
ственно, способны к синтезу и метаболизму веществ, 
отличных от других организмов. Вопрос заключается во 
влиянии ферментативной активности грибов кишечника 
и их метаболитов на организм человека. Оно может быть 
и антагонистическим, и мутуалистическим [9, 12]. 

Уреазная активность, характерная как для бактерий, 
так и для микроскопических грибов, относится к факторам 
колонизации микроорганизмов [2], обеспечивая микро-
организму оптимальные условия для адгезии к клеткам 
организма хозяина и дальнейшее размножение. Аммиак, 
образующийся при расщеплении мочевины, также спосо-
бен разрушать фосфолипиды клеток слизистой оболочки 
[13, 16]. Защелачивание среды, связанное с действием 
уреазы, способствует изменению вязкости слизи, делая 
её более жидкой [5], тем самым облегчая проникновение 
микроорганизмов к кишечному эпителию и их адгезии.

Уреаза (класс – гидролаза, подкласс – амидги-
дролаза, EC 3.5.1.5) является диникелевым ферментом, 
ускоряющим расщепление амидной связи мочевины с 
образованием углекислого газа и аммиака [1]:

NH2 – CO – NH2 + H2O  2NH3 + CO2
Определение уреазной активности является важ-

ным биохимическим тестом для идентификации грибов и 
бактерий. В отношении грибов чаще используется каче-
ственный быстрый уреазный тест [19, 22]. Большинство 
дрожжевых базидиомицетов (Cryptococcus, Rhodotorula, 
Sporobolomyces, Trichosporon и др.), патогенных для 
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человека, обладает уреазной активностью [18]. Превали-
рующее количество изученных дрожжевых аскомицетов 
(Candida, Pichia, Yarowia, Wickerhamiella и др.) не 
обладает уреазной активностью или она недостаточно 
исследована. Таким образом, качественное определение 
уреазной активности не позволяет в полной мере оценить 
роль этого фермента в патогенезе микозов человека. 

В нашей работе мы провели количественную оценку 
уреазной активности редких дрожжей кишечника чело-
века, а также оценили влияние разных температурных 
режимов и уровня кислорода на продукцию уреазной ак-
тивности у Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon asahii, 
Geotrichum candidum, Pichia kudriavzevii, Pichia kluyverii, 
Brettanomyces bruxellensis, Wickerhamiella pararugosa. 

Материалы и методы

В данной работе были исследованы штаммы, полу-
ченные при бактериологическом исследовании кала паци-
ентов с патологией желудочно-кишечного тракта (ЖКТ), 
и штаммы, выделенные из кала клинически здоровых 
людей, проходивших плановый медицинский осмотр.

Биологический материал засевали на среду Сабу-
ро с 2% глюкозы и хлорамфениколом (0,4 г/л), далее 
посевы инкубировали в термостате при 35 °С в течение 
72 часов и затем в течение недели инкубировали при 
температуре 25 °С. 

Идентификацию выросших колоний проводили 
на основе их морфологических, биохимических и куль-
туральных свойств при помощи Atlas of Clinical Fungi de 
Hoog GS et all. (2020), 4th edition и интернет-ресурса: 
www.clinicalfungi.org. 

Для идентификации дрожжей был задейство-
ван масс-спектрометр Microflex производителя Bruker 
Daltonik GmbH & Co. KG (Германия) с программным 
обеспечением MALDI Biotyper и использованием рефе-
рентской базы данных (содержит более 2500 видов МО 
и 7800 штаммов).

Всего было выделено 17 штаммов Rhodotorula 
mucilaginosa, 18 штаммов Geotrichum candidum, 2 штам-
ма Trichosporon asahii, 8 штаммов Pichia kudriavzevii, 
1 штамм Pichia kluyverii, 2 штамма Brettanomyces 
bruxellensis, 1 штамм Wickerhamiella pararugosa.

Для оценки уреазной активности нами был при-
менен модифицированный метод количественной оценки 
уреазы, предложенный Ming-Juan Cui et al. [6] на жид-
кой среде Кристенсена (пептический перевар животной 
ткани – 1 г/л, глюкоза – 1 г/л, натрия хлорид – 5 г/л, 
натрия гидрофосфат – 1,2 г/л, калия дигидрофосфат – 

0,8 г/л, феноловый красный – 0,012 г/л, мочевина – 20 
г/л. Конечное значение рН (при 25 °С) – 6,8±0,2). 

Штаммы грибов, выращенные на среде Сабуро, в 
течение 48 часов ресуспендировали в физиологическом 
растворе хлорида натрия. При помощи Densi-La-Meter 
II (Erba Group, EU) суспензии доводили до оптической 
плотности, равной 1,0 МакФарланда для R. mucilaginosa, 
1,5 – для G. candidum и 2,5 – для T. asahii, что соответ-
ствовало 107 КОЕ/мл (рассчитано при помощи камеры 
Горяева). После ряда разведений в лунки с 180 мкл 
среды Кристенсена вносили 20 мкл суспензии грибов, 
содержащих 104 КОЕ/мл. Каждый исследуемый штамм 
исследовали в трех повторах. Засеянные планшеты ин-
кубировали при 35 °С и 25 °С в аэробных условиях, при 
35 °С – в условиях повышенного содержания углекислого 
газа (10%) и в анаэробных условиях – в течение 96 часов. 
Капнофильные условия были созданы в СО2 инкубаторе 
ИЛМ-170 (ЗАО «Ламинарные системы», Россия). Для 
культивирования посевов в анаэробных условиях исполь-
зовали анаэростат Anaero Jar™ 2.5L (Thermo Scientific, 
Oxoid, США) и газ-пакеты AnaeroGen™ 2.5L (Oxoid). 
Контроль анаэробных условий проводили при помощи 
Anaerobic indicator (Oxoid).

Для предотвращения кросс-контаминации лунок 
газообразным аммиаком плашки засевали через ряд. 
Изменение цвета среды измеряли при помощи микро-
планшетного фотометра Multiskan EX (Thermo Scientific, 
США) при длине волны 492 нм через 12, 24, 48, 60, 
72, 84, 96 часов. В качестве положительного контро-
ля (микроорганизм с наиболее выраженной уреазной 
активностью) использовали штамм Proteus vulgaris 
ATCC13315. В качестве негативного контроля исполь-
зовали незасеянные лунки со средой. 

В ходе работы мы применяли базу данных Standard 
Protein BLAST National Library of Medicine National 
Center for Biotechnology Information.

Статистический анализ осуществляли с помощью 
t-критерия Стьюдента для оценки статистической зна-
чимости различий между выборками (р<0,05). Была 
применена программа Статистика 13.0. Метод Шапиро 
– Уилка использовали в качестве теста нормальности для 
оценки нормального распределения. Гомогенность дис-
персий (гомогенность) оценивали по критерию Левена.

Результаты 

Методика для определения уреазной активности, 
используемая нами в работе, показывает лишь изменение 
рН среды, что косвенно указывает на наличие уреазной 
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активности исследуемого микроорганизма. Измерение 
информационной РНК или самого фермента могло бы 
показать более достоверные результаты. Тем не менее 
полученные нами данные позволяют получить пред-
ставление о выраженности активности уреазы базидио
мицетных и аскомицетных дрожжей, обнаруженных в 
кишечнике человека, а также оценить влияние уровня 
кислорода и температуры культивирования на проявле-
ние этой активности.  

Положительный контроль (P. vulgaris) через 8 
часов ингибирования достиг оптической плотности 0,8 
и был удалён во избежание кросс-контаминации газо
образным аммиаком. 

В результате исследования установлено, что 
уреазная активность изученных дрожжей (табл. 1) 
существенно различается в зависимости от разного 
уровня кислорода, а также температуры культиви-
рования.

Таблица 1
Уровень активности уреазы (оптическая плотность при 492 нм) через 96 часов инкубации в аэробных,  

анаэробных и капнофильных условиях при 25 °С и 35 °С

№ Микромицет

Условия культивирования

35 °С 10% СО2 
(ОП492nm)

25 °С анаэробные 
условия 

(ОП492nm)

35 °С аэробные 
условия 

(ОП492nm)

25 °С аэробные 
условия  

(ОП492nm)

Базидиомицетные дрожжи
1 Rhodotorula mucilaginosa 0,323±0,048 0,580±0,046 0,472±0,079 0,930±0,036
2 Trichosporon asahii 0,642±0,078 0,331±0,039 0,650±0,1 0,829±0,144

Аскомицетные дрожжи
3 Geotrichum candidum 0,340±0,073 0,521±0,2 0,294±0,014 0,696±0,2
4 Pichia kudriavzevii 0,576±0,18 0,854±0,087 0,629±0,141 0,827±0,122
5 Brettanomyces bruxellensis 0,339±0,009 0,340±0,008 0,296±0,06 0,504±0,076
6 Pichia kluyveri 0,284 0,437 0,297 0,513
7 Wickerhamiella pararugosa 0,396 0,598 0,435 0,712

Контроли

8 Proteus vulgaris ATCC13315  
(положительный контроль) 0,810±0,036 0,812±0,032 0,841±0,037 0,834±0,034

9 Отрицательный контроль 0,281±0,002 0,297±0,004 0,295±0,002 0,293±0,003

Максимальная уреазная активность всех изучен-
ных микромицетов наблюдалась в аэробных условиях 
при 25 °С.

Исследуемые базидиомицетные дрожжи (рис. 1) 
при 35 °С в аэробных условиях также проявляли вы-
раженную уреазную активность. При анаэробном куль-
тивировании выявлены различия между изучаемыми 
культурами: уреазная активность Rh. mucilaginosa в 
капнофильных условиях при 35 °С практически отсут-
ствовала; тогда как при 25 °С в анаэробных условиях она 
была выражена. Напротив, Т. asahii не обладал уреазной 
активностью при 25 °С, проявляя ее при 35 °С.

Среди изученных аскомицетных дрожжей (рис. 2) 
P. kudriavzevii и W. pararugosa были наиболее активными 
и проявляли уреазную активность в обоих температур-
ных режимах в аэробных, анаэробных и капнофильных 
условиях.

Уровень уреазной активности аскомицетных 
дрожжей (оптическая плотность при 492 нм) после 
96 часов инкубации в аэробных, анаэробных и капно-
фильных условиях при 25 °С и 35 °С

У P. kluyveri уреазная активность проявлялась 
только при 25 °С, независимо от уровня кислорода в среде.

Наименьшую уреазную активность имела 
B. bruxellensis, проявляя ее лишь при 25 °С в аэробных 
условиях, G. candidum показал значительное влияние 
уровня кислорода и температуры культуры на активность 
уреазы. Наибольшая уреазная активность дрожжей на-
блюдалась в аэробных условиях при 25 °С, а в аэробных 
условиях при 35 °С синтез уреазы находился на уровне 
отрицательного контроля. Анаэробные условия приво-
дили к снижению активности уреазы при 25 °С, тогда 
как при 35 °С наблюдался незначительный уровень 
активности изучаемого фермента.

В.В. Прокопьев и др., с. 93–100
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Рис. 1. Исследуемые базидиомицетные дрожжи при 35 °С в аэробных условиях

Рис. 2. Уреазная активность в обоих температурных режимах в аэробных, анаэробных  
и капнофильных условиях у P. kudriavzevii и W. pararugosa

Обсуждение

Основной целью настоящего исследования было 
определение одного из факторов вирулентности аско-
мицетов и базидиомицетов, выделенных из кишечника 
человека. Наличие и уровень уреазной активности могут 
косвенно указывать на патогенный потенциал изучаемых 
грибов.

При оценке факторов патогенности различных 
микроорганизмов часто недооценивается влияние 
уровня кислорода или температуры на выраженность 
тех или иных факторов патогенности. Большинство 

микроскопических грибов являются сапрофитными 
микроорганизмами, населяющими самые разнообразные 
экологические ниши, и их физиологический оптимум 
может существенно отличаться от условий, наблюдаемых 
в организме человека.

Способность расти при температуре тела человека 
косвенно относится к факторам патогенности микромице-
тов, тогда как способность реализовывать генетическую 
информацию в условиях ограниченного доступа кисло-
рода редко рассматривается как фактор, влияющий на 
патогенность микроорганизма. Большинство биотопов 
человеческого организма имеет ограниченный доступ 
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кислорода. Так, парциальное давление кислорода в тон-
кой кишке <10 мм рт.ст., в просвете сигмовидной кишки 
оно <3 мм рт.ст. [20]. Условия, близкие к анаэробным, 
вместе с температурой тела человека могут стать се-
рьезным препятствием для размножения и реализации 
патогенного потенциала микромицетов.

В нашем исследовании мы обнаружили значитель-
ное влияние уровня кислорода и температуры культиви-
рования на уреазную активность кишечных дрожжей.

Роль T. asahii как патогена человека доказана и 
общепринята. Этот гриб способен вызывать широкий 
спектр различных заболеваний – от поверхностных до 
системных микозов человека [15]. В то же время значение 
T. asahii в патологии кишечника пока не установлено. 
Способность микроорганизма проявлять уреазную ак-
тивность при 35 °С в аэробных и анаэробных условиях 
указывает на серьезный патогенетический потенциал 
этого микроорганизма. Различия в экспрессии уреазы 
в различных кислородных условиях могут быть связаны 
с большей значимостью уреазы для колонизации кле-
ток кишечника и преодоления слизистого барьера при 
пониженном парциальном давлении кислорода. При 
поражении кожи и ее придатков, что более характерно 
для грибов рода Trichosporon, при достаточном уровне 
кислорода этот фактор вирулентности имеет меньшее 
значение.

Rh. mucilaginosa – широко распространенные 
дрожжи. Как патоген человека этот микромицет связан 
с фунгемией, эндокардитом, перитонитом, менингитом, 
эндофтальмитом и катетер-ассоциированными инфек-
циями [10, 21]. С другой стороны, имеются данные, 
демонстрирующие пробиотическую активность этих 
микроорганизмов [9]. Полученные нами данные пока-
зывают, что эти микромицеты способны продуцировать 
уреазу в различных температурных и кислородных усло-
виях, причем уровень экспрессии уреазы статистически 
более выражен в аэробных условиях. Это указывает 
на возможность данных грибов вызывать поражение 
различных органов и систем человека. Центральная 
нервная система и кровеносная система относятся к 
структурам с высоким парциальным давлением кисло-
рода; наиболее часто поражаются Rh. mucilaginosa, что 
косвенно подтверждает значение уреазы в патогенезе 
этих заболеваний.

Роль аскомицетов G. candidum в патологии че-
ловека не так очевидна. Описаны клинические случаи 
поражения легких [8] или инфекционного эндокардита, 
вызванного G. candidum [14]. Мы не обнаружили уреаз-
ной активности этого микроорганизма в температурных и 

кислородных условиях, сходных с условиями различных 
органов и тканей организма человека. Уреазная актив-
ность наблюдалась только в аэробных условиях при 
температуре 25 °С, что с высокой степенью вероятности 
свидетельствует о сапрофитной природе указанного 
микроорганизма и что его значение в патологии человека 
требует дальнейшего изучения.

P. kudriavzevii (телеморф Candida krusei) описан 
как возбудитель инвазивных микозов [4]. Высокая 
уреазная активность этих грибов в различных условиях 
культивирования подтверждает их патогенный статус.

Способность W. pararugosa (Candida pararugosa) 
ферментировать мочевину в различных условиях по-
зволяет предположить ее возможную патогенность. 
Однако данных о заболеваниях, вызываемых этими 
аскомицетами, очень мало. Известны случаи кистозных 
поражений [11], катетер-ассоциированных инфекций 
[17], кристаллической кератопатии [3] и инфекций, рас-
пространяющихся с током крови [7].

Участие аскомицетных дрожжей P. kluyverii и B. 
bruxellensis в патологии человека не описано. Отсутствие 
уреазной активности этих дрожжей при температуре тела 
человека лишь подтверждает их низкую клиническую 
значимость.

Изученные в работе дрожжи сравнительно редко 
встречаются в рутинной лабораторной практике. При-
чиной этого является их медленный рост и отсутствие 
доступных тестов для их идентификации. Таким об-
разом, сведений о роли грибов в патологии человека 
недостаточно.

Полученные в работе данные открывают  воз-
можность лишь получить представление о возможной 
колонизации тканей и органов человека изучаемыми 
организмами. Для более достоверной оценки типа симби-
отических взаимоотношений микромицетов кишечника с 
организмом человека необходимы дальнейшие исследова-
ния факторов патогенности указанных микроорганизмов.

Заключение

Уреазная активность является только одним из 
многих факторов патогенности микроорганизмов. Отсут-
ствие или незначительная выраженность ее активности не 
позволяют исключить наличие других факторов агрессии.

Выявленная уреазная активность у T. asahii, R. 
mucilaginosa, P. kudriavzevii при температурно-кисло-
родных условиях человеческого тела может показывать 
их способность к колонизации кишечника, а, возможно, 
и других биотопов организма человека. 
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Отсутствие уреазной активности G. candidum при 
35 °C позволяет предположить наличие иных механизмов 
персистирования этого микроорганизма в теле человека. 

Несмотря на увеличение интереса к вопросу изуче-
ния микобиоты человека (и связанное с этим возросшее 
количество работ, посвященных этой теме), знания о 
роли отдельных грибов кишечника на текущий момент 
недостаточны, что требует дальнейшего изучения физио-
логической и патофизиологической роли микобиомы ки-
шечника человека. 
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ASSESSMENT OF UREASE ACTIVITY OF RARE YEASTS  
OF THE HUMAN INTESTINE IN DIFFERENT TEMPERATURES  

AND OXYGEN CULTIVATION REGIMES

V.V. PROKOPIEV1,2, E.V. EPP1, E.V. KARABASOVA2

1 Ltd. Clinical-diagnostic laboratory «Zdorovie»,  
2 Altai State Medical University (ASMU), Barnaul

Urease activity of microorganisms is one of the main virulence factors necessary for colonization and adhesion. To assess the 
significance of this virulence enzyme in the pathogenesis of human mycoses, the urease activity of Rhodotorula mucilaginosa, Trichosporon 
asahii, Geotrichum candidum, Pichia kudriavzevii, Pichia kluyverii, Brettanomyces bruxellensis, Wickerhamiella pararugosa, obtained 
during bacteriological examination of feces of patients in the outpatient department of the medical centre, was accessed. Urease activity 
was accessed on Christensen’s medium using a microplate photometer during 96 hours of incubation under aerobic conditions at 25 °C 
and 35 °C, under capnophilic conditions (10% CO2) at 35 °C and under anaerobic conditions at 25 °C. It has been determined that 
Rh. mucilaginosa, T. asahii, P. kudriavzevii, W. pararugosa are capable to synthetize urease at different temperatures under aerobic and 
anaerobic cultivation conditions, what may indicate their pathogenic potential. The inability of G. candidum to produce urease activity 
under temperature and oxygen conditions of various human biotopes suggests the presence of other mechanisms for the development 
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of diseases caused by this ascomycete. The ascomycete yeasts P. kluyverii and B. bruxellensis showed urease activity only at 25 °C, 
which suggests that urease cannot participate in the pathogenesis of diseases caused by these microorganisms.

Keywords: enzymes, urease, Rhodotorula mucilaginosa, Geotrichum candidum, Trichosporon asahii, cultivation temperature, 
oxygen level. 
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ОРИГИНАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

УДК 663.18

ВЫБОР СРЕДЫ СТАБИЛИЗАЦИИ ПРИ ЛИОФИЛИЗАЦИИ  
МАТОЧНЫХ КУЛЬТУР БАКТЕРИОФАГОВ

К.С. ГУМАЮНОВА*, М.В. ОВЧИННИКОВА, О.С. ЗИНИНА, Ю.В. СИНЯГИНА,  
А.А. МАЛЬКОВА, А.В. КОМИССАРОВ, Н.В. СИНИЦЫНА, Е.А. ГЛАЗКОВА

ФКУН Российский противочумный институт «Микроб» Роспотребнадзора, Саратов

В работе рассмотрено влияние различных композиций протективных сред на качество целевого продукта – двух 
холерных бактериофагов, входящих в состав препарата для диагностики холеры. Пять из шести вариантов сред позволили 
сохранить аналитические характеристики изучаемых объектов в процессе лиофилизации и долгосрочного хранения (7 лет, по 
методу «ускоренного старения»), на уровне параметров коммерческих лиофилизатов диагностических холерных бактериофагов. 
Совокупность экспериментальных и статистических данных позволила рекомендовать пептон-желатиновую среду и среды с 
добавлением либо тиомочевины 1,5%, либо трегалозы 1%, либо сахарозы 5% для лиофилизации маточных монофагов в про-
изводственных и экспериментальных целях.

Ключевые слова: маточные культуры монофагов, холерные диагностические бактериофаги, лиофилизация, защитные 
среды.
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Введение

Важной задачей при производстве препаратов на 
основе бактериофагов является сохранение жизнеспо-
собности и нативных свойств маточных фагов в течение 
длительного времени, что может быть обеспечено только 
методами консервирования, способными тормозить ме-
таболические процессы, не нарушая целостность био-
материала [10].

Переход в анабиозное состояние, сопровождаю-
щееся лишением свободной воды в условиях субнулевых 
(криогенных) температур, позволяют методы консерви-
рования: глубокое замораживание, высушивание из за-
мороженного состояния (лиофилизация) и высушивание 
из жидкого состояния (L-лиофилизация) [4].

Лиофилизация – технология высушивания, кото-
рая хорошо подходит для термолабильных препаратов 
химического и биологического происхождения. После 
осуществленного в штатном режиме цикла продукция 
остается стабильной в течение длительного времени и 
перед употреблением (применением) может быть восста-

новлена при помощи быстрой регидратации [6]. Наряду 
с преимуществами данный метод имеет свои минусы, 
поэтому для снижения негативного воздействия сверх-
низких температур на протяжении процесса необходимо 
использовать криопротекторы – вещества, обладающие 
способностью предупреждать развитие температурных 
повреждений биологических объектов после разморажи-
вания или в процессе лиофилизации. 

Применяемые с этой целью вещества могут от-
личаться преимущественным защитным действием в 
отношении только отдельных неблагоприятных факторов, 
что подразумевает большую защитную эффективность 
сложных защитных сред из двух и более компонентов. 
Это было успешно апробировано сотрудниками нашего 
института при проведении исследований по стабилизации 
путем лиофилизации иммуногенных антигенов Bacillus 
anthracis в составе прототипа рекомбинантной вакцины 
против сибирской язвы [9].

Согласно теории Скотта [7], причиной отми-
рания высушенных клеток является реакция между 
содержащимися в клетках карбонильными группами и 
аминогруппами белков, сопровождающаяся денатура
цией последних. Такие вещества, как глюкоза, фрук-
тоза, рибоза, ксилоза, имеют в своем составе большое 
количество карбонильных групп. Поэтому они снижают 
устойчивость высушенных микробиологических объ-
ектов к повышенным температурам, а добавляемые в 
среду аминокислоты связывают их, обеспечивая про-
тективное воздействие. Пептон как продукт неполного 
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гидролиза белков в данном случае эффективен за счет 
наличия аминокислот.

Для лиофилизации в составе защитных сред успеш-
но применяют коллоиды (желатин, агар, сыворотки). Как 
показали исследования, желатин обладает выраженным 
защитным действием, что связано со способностью фор-
мировать при замораживании-высушивании аморфную 
фазу с низкой молекулярной подвижностью [3].

Поверхностно-активные вещества (ПАВ) ис-
пользуют для снижения денатурации белков во время 
замораживания за счет уменьшения границы раздела 
лёд-вода, а также для упрощения постановки реакции 
(исключения разводящей жидкости). Углеводы за счет 
связывания с поверхностью биологического материала 
защищают препарат от преждевременного высыхания. 
Так, углеводы с более высокой молекулярной массой 
обладают меньшим защитным эффектом, поскольку 
имеют меньше свободных гидроксильных групп, до-
ступных для взаимодействия с белком. Поэтому в 
качестве эффективных лиопротекторов используют 
дисахариды, такие как трегалоза и сахароза. Трегалоза 
широко изучается в промышленности и научных кругах 
благодаря стабилизирующей и защитной роли, которую 
она играет в сочетании с другими биомолекулами в ор-
ганизмах, позволяя им противостоять экстремальным 
условиям окружающей среды. Исследователями было 
обнаружено, что добавление сахарозы к препаратам 
при лиофилизации приводит к сдвигу температуры 
плавления в сторону увеличения, обеспечивая таким 
образом эффективную защиту препарата. В качестве 
антиоксиданта в некоторые составы рекомендована 
тиомочевина [5]. 

Как правило, выбор защитной среды определяет 
вид продукта, подвергаемого лиофилизации. Однако 
существуют общие требования, которые предъявляются 
ко всем видам протективных веществ. Эффективный 
криопротектор должен обеспечивать максимальное 
сохранение основных свойств продукта в процессе 
консервации и хранения; быть нетоксичным, хорошо 
растворяться в воде и растворах электролитов, сни-
жать количество вымораживаемой воды и полностью 
предотвращать ее кристаллизацию из эвтектической 
смеси «криопротектор-вода», облегчать формирование 
мелкокристаллического льда [1, 8]. Немаловажными 
критериями защитных сред являются доступность, низ-
кая себестоимость, простота использования, отсутствие 
антигенности.

Защитная среда, легко соединяясь с водой, должна 
выполнять коллигативные функции, иметь низкую тем-

пературу эвтектики и обладать способностью предот-
вращать гиперконцентрирование солей в суспензии [2].

При обосновании состава протективных сред не-
обходима комплексная оценка каждого ее ингредиента, 
обеспечивающего различные защитные функции при 
лиофилизации. 

В связи с этим целью представляемой работы яв-
лялось определение возможности применения различных 
составов защитных сред для проведения лиофилизации 
маточных культур монофагов. 

Материалы и методы

Среди всего многообразия доступных криопротек-
торов на основе анализа литературных данных и данных 
предварительных экспериментов были сформированы 
следующие композиционные защитные среды: пептон – 
10% (стабилизирующая белково-аминокислотная масса), 
желатин – 1,5% (коллоид) – стандартная защитная 
среда; пептон – 10%, желатин – 1,5%, трегалоза – 
1%; пептон – 10%, желатин – 1,5%, сахароза – 5%; 
пептон – 10%, желатин – 1,5%, тиомочевина – 1,5%; 
пептон – 10%, желатин – 1,5%, гликокол (глицин) – 
2,5%; пептон – 10%, хитозан 1,5%. Варианты 1, 2, 3, 
4, 5, 6 соответственно.

Специфически стерильные фильтраты монофагов 
были соединены с вариантами защитных сред в соот-
ношении 1:1, разлиты в ампулы по 2 мл. Лиофилизации 
подвергали монофаг холерный эльтор 12 и монофаг хо-
лерный классический «С» со значением БОЕ/мл 1×108 

и 2,4×107 соответственно. 
Ампулы с препаратом замораживали в сублимаци-

онной сушильной установке до температуры материала 
минус 40±5 °C и выдерживали в течение 2–3 ч. Затем 
создавали остаточное давление в сушильной установке 
0,1±0,01 мbar и через определенное время включали си-
стему подогрева полок камеры. Процесс сублимации вели 
от температуры минус 40±5 до 50±2 °C со скоростью 
повышения температуры полок не более 10 °C в час до 
достижения температуры материала 25±2 °C. Процесс 
лиофилизации осуществляли в течение 36 ч.

График высушивания представлен на рисунке 1.
Нормируемые показатели для маточных фагов 

в лиофилизированном виде отсутствуют, в связи с чем 
ориентиром при определении основных параметров 
экспериментальных образцов являлись параметры 
коммерческих диагностических лиофилизатов холерных 
бактериофагов. Полученные результаты представлены 
в таблице 1 и таблице 2.
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Рис. 1. График высушивания

Таблица 1
Показатели качества монофага XII, лиофилизированного с различными вариантами протективных сред

Показатели/норма

Значение показателя

Пептон 10%
Желатин 1,5%

(стандарт)

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Трегалоза 1%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Сахароза 5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Тиомочевина 

1,5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%

Гликокол  
(глицин) 2,5%

Пептон 10%
Хитозан 1,5%

1 2 3 4 5 6 7

Внешний вид / 
Аморфная масса  

светло-коричневого 
цвета

Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует 
Не соответствует 

/ темная слои-
стая масса темно-
коричневого цвета

Время растворения 
/ В течение 2 минут. 
После растворения – 
прозрачная жидкость 
светло-желтого цвета, 

допускается легкая 
опалесценция

Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует 
Не соответствует / 
Более 2 мин, мутная 

жидкость желто-
коричневого цвета

рН/ от 7,2±0,2
до 7,6±0,2 7,20 7,46 7,32 7,27 7,22 5,65

Потеря в массе при 
высушивании / Не 

более 3%
1,1% 0,56% 0,57% 1,1% 2,8% 0,1%

Количество фаговых 
частиц / не менее 

n×10n частиц в 1 мл
4,5×107 5×107 3,8×106 1,0×107 7×107 1×105

К.С. Гумаюнова и др., с. 101–108
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Таблица 2
Показатели качества монофага «С», лиофилизированного с различными вариантами протективных сред

Показатели/норма

Значение показателя

Пептон 10%
Желатин 1,5%

(стандарт)

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Трегалоза 1%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Сахароза 5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Тиомочевина 

1,5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%

Гликокол  
(глицин) 2,5%

Пептон 10%
Хитозан 1,5%

1 2 3 4 5 6 7

Внешний вид / 
Аморфная масса свет-
ло-коричневого цвета

Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует 
Не соответствует 
/ темная слоистая 

масса темно-корич-
невого цвета

Время растворения 
/ В течение 2 минут. 
После растворения – 
прозрачная жидкость 
светло-желтого цвета, 

допускается легкая 
опалесценция

Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует Соответствует 
Не соответствует / 
Более 2 мин, мутная 
жидкость желто-ко-

ричневого цвета

рН/ от 7,2±0,2
до 7,6±0,2 7,23 7,29 7,31 7,27 7,15 6,70

Потеря в массе при 
высушивании / Не 

более 3%
1,15% 2,1% 1,14% 0,57% 1,15% 0,1%

Количество фаговых 
частиц / Не менее 
n×10n частиц в 1 мл

2×106 7,3×105 3×106 8,7×105 7×107 1×104

Результаты и обсуждение

Изучение эффективности протективных свойств 
составленных композиционных сред констатировало 
снижение количества фаговых частиц относительно 
исходных значений во всех опытных образцах после 
лиофилизации. 

Анализ результатов применения пептон-хитозано-
вой среды (вариант 6) свидетельствовал, что ее исполь-
зование приводит к получению лиофилизированных форм 
монофагов 12 и «С», с параметрами, не соответствую-
щими заданным по показателям «Внешний вид», «Рас-
творимость» и «рН». В связи с этим пептон-хитозановая 
среда была исключена из дальнейшего эксперимента. 

Следующий этап работы был направлен на установ-
ление предполагаемых сроков хранения лиофилизирован-
ных монофагов в соответствии с методом «ускоренного 
старения». Метод «ускоренного старения» заключается в 
выдерживании испытуемого препарата при температуре, 
превышающей температуру его хранения в процессе об-
ращения. На основании методики график выемки образцов 
был составлен таким образом, чтобы двухнедельный ин-
тервал реального времени хранения в условиях повышенной 
температуры от 41 до 45 °C соответствовал одному году 
хранения при температуре от 4 до 8 °C.

Изменение титра монофага 12 и «С» в течение 
срока экспериментального хранения (БОЕ/мл) пред-
ставлено в таблицах 3 и 4 соответственно.

Таблица 3
Изменение титра монофага 12 в течение срока экспериментального хранения (БОЕ/мл)

Срок хра-
нения при 

повышенной 
температуре

Временной промежуток, 
соответствующий сроку 
хранения при повышен-

ной температуре

Варианты состава защитных сред

Пептон 10%
Желатин 1,5%

(стандарт)

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Трегалоза 1%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Сахароза 5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Тиомочевина 

1,5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Гликокол (гли-

цин) 2,5%
0 лет 4,5×107 5×107 5×106 1×107 7×107

30 дней 2 года 2×107 1×107 3×106 3×106 1×107

45 дней 3 года 1×107 1×107 3×106 2×106 7×106

60 дней 4 года 8×106 6,6×106 2×106 2×106 6×106
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75 дней 5 лет 7×106 5×106 1,5×106 2×106 4×106

90 дней 6 лет 6×106 4×106 1,5×106 1,5×106 3×106

105 дней 7 лет 5×106 3×106 1×106 1×106 1×106

120 дней 8 лет 3×106 3×106 3×105 1×106 2×105

Таблица 4
Изменение титра монофага «С» в течение срока экспериментального хранения (БОЕ/мл)

Срок 
хранения при 
повышенной 
температуре

Временной промежуток, 
соответствующий сроку 

хранения при повы-
шенной температуре

Варианты состава защитных сред

Пептон 10%
Желатин 1,5%

(стандарт)

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Трегалоза 1%

Пептон 10%
Желатин 

1,5%
Сахароза 5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Тиомочевина 

1,5%

Пептон 10%
Желатин 1,5%

Гликокол 
(глицин) 2,5%

0 лет 1×106 6×105 3×106 7×105 5×106

30 дней 2 года 3,5×105 5×105 3×106 6×105 3,8×106

45 дней 3 года 3,5×105 5×105 1,5×106 5×105 1,4×106

60 дней 4 года 3×105 3×105 5×105 5×105 3,1×105

75 дней 5 лет 2×105 3×105 3×105 4×105 2,7×105

90 дней 6 лет 1,5×105 3×105 1,8×105 2×105 2,6×105

105 дней 7 лет 1,5×105 1,5×105 1×105 1,5×105 2,3×105

120 дней 8 лет 1×105 5×104 8×104 5×104 3,2×104

Исходя из полученных данных, установлено, что 
показатель количества фаговых частиц снижался во всех 
экспериментальных образцах при экспериментальном 
хранении в течение двух-трех лет. Затем наблюдалась 
стабилизация значения БОЕ на протяжении времени 
хранения, соответствующего 7 годам. Таким образом, 
был определен экспериментальный срок хранения лио-
филизированных монофагов «С» и 12 – 7 лет. Несмотря 
на снижение фаговых частиц в опытных препаратах на 
протяжении всего срока наблюдения, пять взятых в опыт 
вариантов защитных сред обеспечили жизнеспособность 
фаговых частиц на уровне, позволяющем осуществлять 
успешное воспроизводство бактериофага.

Для достоверной и объективной оценки получен-
ных экспериментальных данных, в ходе опыта показы-
вающих преимущественную схожесть эффективности 
защитных сред, использовали инструменты математи-
ческой статистики.

Непараметрический статистический U-критерий 
Манна – Уитни, использующийся для сравнения вы-
раженности показателей в двух несвязных выборках 
по уровню какого-либо количественно измеренного 
признака, дает возможность выявлять различия между 
малыми выборками. 

Этот метод определяет, достаточно ли мала зона 
перекрещивающихся значений между двумя рядами. Чем 
меньше область перекрещивающихся значений, тем более 
вероятно, что различия достоверны. 

Решение о достоверности различий, наблюдаемых 
между уровнем признака в рассматриваемых выборках, 
принимают на основании сравнения полученных эмпи-
рического (U) и критического (Uкр) значений критерия 
Манна – Уитни. 

Если Uэмп находится в зоне незначимости, то 
принимается гипотеза Н0 об отсутствии различий. Если 
Uэмп находится в зоне значимости, то гипотеза об отсут-
ствии различий Н0 отклоняется и принимается гипотеза 
Н1 о наличии различий. Если Uэмп находится в зоне 
неопределенности, то существует вероятность принятия 
ложного решения.

Обозначим гипотезы:
	- Н0 при использовании двух различных вариантов 

сред стабилизации разница в их эффективности стати-
стически не значима. То есть, не имеет принципиального 
значения наличие дополнительных компонентов в составе 
среды. Защитная эффективность контроля и опыта 
одинаковая.

	- Н1 при использовании двух различных вариантов 
сред стабилизации разница в их эффективности статисти-
чески значима. Таким образом, наличие дополнительных 
компонентов в составе обеспечивает увеличение сохран-
ности бактериофага при лиофилизации и длительном 
хранении.

Расчет статистического U-критерия Манна – 
Уитни, который осуществлялся с помощью стандартного 
программного обеспечения, представлен в таблице 5.

К.С. Гумаюнова и др., с. 101–108
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Таблица 5
Данные расчета статистического U-критерия Манна – Уитни

монофаг 12

Сравниваемые со стандартной 
составы сред U эмп Uкр Попадание в зону

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Сахароза 5%

27 9–15 незначимости

Пептон 10%
Желатин 1,5%

Тиомочевина 1,5%
2,5 9–15 значимости

Пептон 10 %
Желатин 1,5%

Гликокол (глицин) 2,5%
6 9–15 значимости

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Трегалоза 1%

21 9–15 незначимости

монофаг «С»

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Сахароза 5%

30 9–15 незначимости

Пептон 10%
Желатин 1,5%

Тиомочевина 1,5%
25 9–15 незначимости

Пептон 10%
Желатин 1,5%

Гликокол (глицин) 2,5%
23,5 9–15 незначимости

Пептон 10%
Желатин 1,5%
Трегалоза 1%

23 9–15 незначимости

Для монофага 12 установлено:
	- при сравнении стандартной среды и среды с до-

бавлением трегалозы 1% и стандартной среды и среды 
с добавлением глицина 2,5% эмпирический U-критерий 
попадает в зону незначимости, то есть наличие дополни-
тельных компонентов в составе протективной среды не 
имеет принципиального значения;

	- при сравнении стандартной среды и среды с добав-
лением сахарозы 5% эмпирический U-критерий попадает 
в зону неопределенности. В этом случае существует 
вероятность принятия ложного решения, что требует 
дополнительных исследований;

	- при сравнении стандартной среды со средой с 
добавлением тиомочевины 1,5%, а также стандартной 
и среды с добавлением сахарозы 5% эмпирический 
U-критерий попадает в зону значимости, то есть наличие 
дополнительных компонентов в составе обеспечивает 
увеличение сохранности бактериофага при лиофилизации 
и длительном хранении.

При сравнении стандартной среды с экспери-
ментальными вариантами сред, использованных для 

лиофилизации бактериофага «С», установлено, что эм-
пирический U-критерий попадает в зону незначимости, 
то есть наличие дополнительных компонентов в составе 
протективных сред не имеет принципиального значения 
для сохранности бактериофага «С».

Заключение 

Таким образом, было изучено влияние различных 
композиций протективных сред на качество целевого 
продукта – двух холерных монофагов, входящих в со-
став препарата для диагностики холеры. Пять из шести 
рассматриваемых вариантов сред позволили сохранить 
аналитические характеристики изучаемых объектов на 
уровне параметров коммерческих лиофилизатов диа-
гностических холерных бактериофагов. При сравнении 
эффективности протективных сред инструментами мате-
матической статистики выявлена сопоставимая защитная 
эффективность пептон-желатиновой среды и сред с до-
бавлением тиомочевины 1,5%, а также сахарозы 5%. Со-
вокупность экспериментальных и статистических данных 
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дает возможность рекомендовать пептон-желатиновую 
среду и среды с добавлением либо тиомочевины 1,5%, 
либо трегалозы 1%, либо сахарозы 5% для лиофилизации 
шток-культур монофагов в производственных и экспе-
риментальных целях.
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ХРОНИКА

К 175-летию со дня рождения Уильяма Ослера – 
крупного ученого-энциклопедиста* 

XIX век породил целую плеяду ученых-энци-
клопедистов в сфере медицины и биологии и вообще в 
естествознании и философии, а также истории науки. К 
ним относятся такие исследователи, как Герберт Спенсер, 
Иоганнес Мюллер, Пастер, И.И. Мечников и др.

Родился У. Ослер в Канаде в 1849 году. Обра-
зование получил в Торонто и в Торонтской медицинской 
школе. По окончании университета стажировался в 
клиниках и лабораториях Лондона, Берлина, Лейпцига, 
Вены, работал под руководством таких крупных ученых, 
как Вирхов, Рокитанский и др.

Сначала первые десять лет он трудился в Монре-
альском университете на кафедре внутренних болезней. 
Здесь же им были выполнены обстоятельные работы 
в области патологической анатомии. Уже этот период 
ознаменовался серьезными открытиями в сфере научной 
медицины. Он опять посетил лабораторию Вирхова, за-
нимаясь вопросами бактериологии.

Наибольшего размаха его деятельность достигла 
в университете Джона Хопкинса в Балтиморе (США). 
Она характеризовалась нововведениями в сфере науки, 
методологии и практики. Что особенно ценно – это его 
новаторство в преподавательском процессе подготовки 
студентов-медиков, а также создание новой системы по-
следипломной подготовки врачей. В это время им была 
написана книга «Принципы и практика медицины», 
ставшая настольной в англоязычном мире.

* Материал подготовлен Воробьевым В.С.

Следующая вершина ожидала его в начале XX 
столетия, когда он был приглашен в Англию, на меди-
цинскую кафедру Оксфордского университета. Это было 
свидетельством его мирового признания. Здесь он при-
ступил к публикации 7-томника «Система медицины». 
Ослер был активен вплоть до самой смерти в 1919 году.

Существенным итогом его деятельности стал науч-
ный вклад. В 1873 году он описал тромбоциты – третий 
вид форменных элементов крови. В 1876 году Ослер 
открыл новый вид трематод – возбудителей филяриоза. 
Им описана клиническая картина ряда заболеваний, на-
пример, подострого септического эндокардита. Он ввел 
понятие о микотических аневризмах, описал тяжелые 
случаи. Был исследован вариант осложнений желчно-
каменной болезни, изучена наследственная телеангиэк-
стазия и т.д. Его клинические интересы были широки и 
внесли существенный вклад в будущее рассмотрение ряда 
других заболеваний.

Ослер является автором более 700 печатных работ. 
Был неутомимым библиофилом: в круг его интересов, по-
мимо разных разделов клинической медицины, входили 
история медицины, патологическая анатомия, паразито-
логия, педагогические вопросы и др.

К 125-летию со дня рождения  
академика А.Н. Несмеянова

Есть люди, которые олицетворяют собой целую 
эпоху. В нашей стране к таким лицам принадлежат два 
президента Академии наук СССР – академики А.Н. 
Несмеянов и М.В. Келдыш.
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Мы поговорим сейчас об Александре Николаевиче 
Несмеянове в связи с его юбилейной датой – 125-летием 
со дня рождения. Появление такой личности во главе 
отечественной науки не было случайностью – это было 
велением времени. Период нахождения на этом месте 
почетных старцев миновал, требовались активные люди 
в расцвете своих интеллектуальных сил. С.И. Вавилов 
был на посту президента АН СССР 5 лет, но неожи-
данно скончался. 

А.Н. Несмеянов, крупный химик-органик, автор 
основополагающих работ по теории строения органиче-
ских соединений, был избран в возрасте 50 лет прези-
дентом на заседании общего собрания Академии наук в 
феврале 1951 г. и оставался на этом посту 10 лет, после 
чего покинул его по собственному желанию (у него воз-
никли противоречия с генсеком Н.С. Хрущевым). Эту 
ответственную обязанность он с честью выполнил, со-
четая ее с интенсивной научной работой и руководством 
Институтом элементоорганических соединений АН 
СССР (ныне он носит его имя).

Вряд ли целесообразно перечислять сферу научных 
интересов и достижений Несмеянова. Лучше сделать ак-
цент на результативность деятельности академии при нем.

После периода культа личности возникли лучшие 
перспективы для пусть не явной, то хотя бы скрытой 
поддержки супрессированных научных направлений 
(генетика, кибернетика и др.). Подлинным ученым при-
ходилось нелегко, чтобы правильно ориентироваться в 
обстановке «антинауки», насаждаемой лысенковщиной. 
Срабатывало «академическое братство» и искусство 
научной дипломатии, чтобы удержать верный курс. От-
дельные оазисы настоящей науки сохранялись в коллек-
тивах, руководимых А.Н. Белозерским. Курчатовский 
институт приютил генетиков. Адаптивное поведение со-
хранялось до середины 1960-х годов, когда все вернулось 
в нормальное состояние.

В этой обстановке президент АН СССР А.Н. 
Несмеянов до поры до времени сдерживал агрессивность 

лженаучных устремлений, но в 1961 году ему пришлось 
подать в отставку. Однако за этот период все же удалось 
поддержать в приоритетном порядке развитие теории и 
практики химических исследований в масштабах акаде-
мии и страны.

А.Н. Несмеянов сам написал о главных своих успе-
хах в автобиографической книге «На качелях XX века» 
(1980). К ним он относил три дела: строительство нового 
здания МГУ на Ленинских горах (он был в то время и 
ректором МГУ), основание ВИНИТИ – Института на-
учной и технической информации АН СССР и создание 
Института элементоорганических соединений. Сейчас за 
давностью времени значимость этих свершений недо-
оценивается, но тогда это были в высшей степени дела 
государственной важности. Недаром он удостоен много-
численных наград, включая звание Героя Социалистиче-
ского Труда (дважды), семь орденов Ленина. Сделанное 
Несмеяновым закладывало фундамент решающей роли 
Академии наук в научно-техническом прогрессе страны. 
Информация как сверхприоритет в любой деятельности 
– это получило подобающее звучание. В результате 
в 1952 г. был сформирован специальный институт для 
выпуска реферативного журнала по всем отраслям 
естественных наук и техники (все научные направления 
курировались представителями академии). Был также 
организован Вычислительный центр АН СССР.

Еще одно действие академии в бытность президен-
том А.Н. Несмеянова сработало на будущее. Речь идет 
о начале формирования градообразующих комплексов 
(будущих наукоградов – сейчас их более 60) во главе 
с учреждениями академии в Дубне (Объединенный ин-
ститут ядерных исследований), Пущино (Научный центр 
биологических исследований), Черноголовке (Центр 
химико-физических исследований).

И в заключение скажем добрые слова о роли 
научной школы. В случае А.Н. Несмеянова мы имеем 
триумф авторитета школы выдающегося российского 
химика Н.Д. Зелинского.
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Литературный обзор (Literature Review). Результаты (Results). Обсуждение (Discussion). Заклю-
чение (Conclusion). Благодарности (Acknowledgements). Список литературы (References).

11.	 Аннотация – оптимальный объем 150 слов (не более 250 слов на русском языке или 200 на английском 
языке). При этом в случае несоответствия требованию издательство оставляет за собой право частич-
ного изменения и сокращения аннотации. Это же касается и редактирования всего текста рукописи. 
Аннотация должна включать в себя информацию о цели исследования, методологии, результатах.

12.	 Ключевые слова – 5–10 слов. Ключевые слова отделяются друг от друга точкой c запятой. Требуется 
УДК, а также сопроводительное письмо из учреждения.

13.	 Включить JEL-коды, если применимо.
14.	 Список литературы приводится в алфавитном порядке, со сквозной нумерацией. Ссылки в тексте 

на соответствующий источник из списка литературы оформляются в квадратных скобках, например:  
[1, с. 277]. Использование автоматических постраничных ссылок не допускается. Список литературы 
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должен содержать не менее 20 источников за последние 3 года (для работ исторического характера 
могут быть сделаны исключения). Иностранных источников – не менее 15. Преимуществом станет 
использование статей, опубликованных в базах Scopus и Web of Science. 
	- Информация о цитируемой статье в журнале должна включать в себя: фамилию и имя автора, год 

публикации, название статьи, название журнала, том/номер/выпуск, страницы.
	- Информация об упоминаемой книге должна включать в себя: фамилию и имя автора, год публика-

ции, название книги, название издательства, место публикации.
	- В случае с электронным источником информации обязательны ссылка и дата доступа.
	- Необходимо указать тип каждого источника: например, материалы конференции, и т.д. для  

исключения путаницы при оформлении списка литературы в соответствии с требованиями журнала.
15.	 Не допускается публикация работ, уже напечатанных или посланных в редакции других изданий.
16.	При несоблюдении указанных правил статьи редакцией не принимаются.
17.	 Принятые к публикации рукописи проходят рецензирование, после чего принимается окончательное 

решение о возможности печатания. Отклоненные рукописи не возвращаются.
18.	 Редакция не несет ответственности за достоверность фактов, выводы и суждения, приведенные в 

представленном к печати и опубликованном ранее материале авторов.
19.	 Редакция оставляет за собой право делать научную и литературную правку, в том числе сокращать 

объем статей.
20.	Адрес редакции указан на титульном листе журнала.
21.	 Журнал является безгонорарным. Редакция резервирует для автора статьи по 1 экземпляру журнала. 

По вопросам приобретения отдельных номеров журнала следует обращаться в редакцию.
22.	Имеется электронный архив журнала на сайте Общества биотехнологии России им. Ю.А. Овчин-

никова (www.biorosinfo.ru). 
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