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Введение. Тест Эймса нашёл широкое применение для изучения мутагенности химических веществ. Ввиду внедрения системы менеджмента каче-
ства в деятельность испытательных центров для совершенствования оценки качества штаммов в тест-системе Salmonella/микросомы изучены 
культурально-морфологические и биохимические свойства индикаторных культур и дана оценка их применимости как дополнительных характери-
стик качества тест-штаммов.
Материалы и методы. Изучение культурально-морфологических характеристик штаммов S. typhimurium проводили с использованием ряда коммер-
ческих сред. Биохимические свойства культур S. typhimurium определяли с помощью анализатора Vitek-2.
Результаты. Исследования показали, что процедура подтверждения эталонных свойств индикаторных культур наряду с оценкой спонтанного 
уровня мутирования и генетических характеристик (-his фенотип, наличие либо отсутствие R-фактора, rfa- и ∆uvrB-мутации) может быть рас-
ширена за счёт периодической оценки биохимических свойств. Индикаторные культуры имеют большинство биохимических признаков бактерий 
сероварианта Sallmonella typhimurium. Атипичными признаками по отношению к штамму дикого типа являются отрицательная реакция в тесте 
на выделение сероводорода, позитивная тирозинариламидазная активность, способность утилизировать 5-кето-D-глюконат, неустойчивая аль-
фа-галактозидазная активность. Дифференциально-диагностические среды, используемые для поддержания культур сальмонелл дикого типа, не 
являются универсальными для роста штаммов тест-системы Salmonella/микросомы. При выборе сред для оценки цитотоксичности, выживае-
мости или стерильности необходимо руководствоваться ростовыми характеристиками бактерий тест-системы Salmonella/микросомы: способ-
ность к росту на селективных средах уменьшается в ряду: агар Эндо-ГРМ > SS-агар > висмут-сульфит агар > агар Плоскирева-ГРМ.
Ограничения исследования. Исследование ограничено изучением культурально-морфологических и биохимических характеристик культур 
S. typhimurium, но не Escherichia coli.
Заключение. Описанные культурально-морфологические признаки тест-штаммов на разных средах могут быть использованы при оценке цитоток-
сичности, выживаемости при выполнении исследований согласно руководству ОЭСР № 471. Применение дополнительных биохимических маркёров 
аутентичности и морфологических свойств индикаторных штаммов будет способствовать обеспечению качества исследований с помощью теста 
Эймса при консервации, воспроизводстве и использовании в рутинных исследованиях культур.
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Introduction. The Ames test has been widely used to study the mutagenicity of chemicals. In view of the implementation of a quality management system in the 
test facilities, the cultural, morphological and biochemical properties of strains used in the Salmonella/microsome test system were studied. An assessment of their 
applicability as additional characteristics of quality of the tester strain was made.
Materials and methods. The study of cultural and morphological characteristics of S. typhimurium strains was carried out using the commercial media.  
The biochemical properties of S. typhimurium cultures were evaluated using a Vitek-2 system.
Results. Studies have shown that the procedure of marker verification for confirming the reference properties of tester strains, in addition to evaluation of the 
spontaneous mutation level and phenotypic characteristics (-his phenotype, the presence or absence of the R-factor plasmids, rfa- and ∆uvrB mutations), can 
be extended by periodically assessing their biochemical properties. Most of the biochemical characteristics of bacteria of the Salmonella typhimurium serovar are 
inherent for tester strains. Compared to the wild-type bacteria аtypical features of tester strains are a negative reaction in the hydrogen sulfide production test, 

МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ
METHODS OF HYGIENIC AND EXPERIMENTAL INVESTIGATIONS

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2023-102-6-605-611

Original  article

Читать 
онлайн

Read
online

https://doi.org/10.47470/0016-9900-2023-102-6-


606 ГИГИЕНА И САНИТАРИЯ • Том 102 • № 6 • 2023

МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

вающие перекрёстные сшивки. Тестирование химических 
веществ с использованием всех рекомендуемых штаммов 
индикаторных культур в случае обнаружения позитивной 
активности соединения позволяет установить тип индуци-
руемых мутаций: замены пар оснований или сдвига рамки 
считывания [5]. В настоящее время метод оценки обрат-
ных генных мутаций на бактериях нашёл широкое при-
менение при разработке молекул-кандидатов лекарствен-
ных средств, пестицидов, ветеринарных препаратов и др. 
в скрининговых и регистрационных целях3,4,5,6,7,8,9,10 [6–9]. 
Ввиду повсеместного внедрения системы менеджмента 
качества в деятельность испытательных центров подходы 
к обеспечению компетентности испытательной лаборато-
рии, использующей в своей практике тест на индукцию 
точковых мутаций у бактерий, привлекают особое вни-
мание исследователей [10, 11]. Подтверждение эталонных 
свойств индикаторных культур является одним из немало-
важных аспектов обеспечения качества исследований на 
мутагенность с помощью теста Эймса [12, 13]. Традицион-
но стандартная процедура проверки индикаторных куль-
тур включает оценку спонтанного фона мутирования и 

Введение
Внимание исследователей при изучении многочислен-

ных серотипов бактерий рода Salmonellа, как правило, об-
условлено патогенными свойствами и сфокусировано на 
совершенствовании методов выделения бактерий, их иден-
тификации, изучении культурально-морфологических, био-
химических и антигенных свойств [1]. Salmonella typhimurium 
не только является распространённым кишечным патоге-
ном, который может инфицировать людей и животных1.  
Наряду с этим штамм S. typhimurium LT2 стал родоначаль-
ником панели авирулентных ауксотрофных индикаторных 
культур, используемых для скрининговой оценки мутаген-
ных свойств химических соединений в тесте Эймса (ме-
тод оценки обратных генных мутаций на бактериях, тест-
система Salmonella/микросомы)2 [2–4].

В основе метода лежит способность химических ве-
ществ индуцировать обратные генные мутации у бактерий 
в гистидиновом опероне вследствие мутагенной или про-
мутагенной активности тестируемого вещества. Помимо 
мутаций в гистидиновом опероне для повышения чувстви-
тельности штаммов к действию мутагенов геном индика-
торных культур подвергся дополнительным изменениям. 
Делеция в галактозном опероне и мутация rfa способство-
вали увеличению проницаемости клеточной стенки бакте-
рий за счёт нарушения её липосахаридной структуры и, как 
следствие, потере патогенных свойств штаммов. В резуль-
тате делеции gal также были затронуты гены эксцизионной 
репарации uvrB и синтеза биотина bio (за исключением 
ТА102). Ввиду подавления SOS-репарации у сальмонелл 
в некоторые индикаторные культуры была введена скон-
струированная плазмида pKM101, которая наряду с мар-
кёром антибиотикорезистентности Apr содержала локус 
mucAB, сходный по своим функциям с umuDC, что при-
вело к увеличению восприимчивости бактерий к действию 
генотоксиканта за счёт повышения эффективности мута-
ционных процессов. Использование штамма ТА102, несу-
щего плазмиду pQA1, позволило выявлять мутагены, вызы-

positive activity of tyrosine arylamidase, the ability to utilize 5-keto-D-gluconate, unstable activity of alpha-galactosidase. Differential selective media used to 
maintain wild-type Salmonella cultures are not universal for the growth of strains of the Salmonella/microsome test system. When choosing media for cytotoxicity, 
survival, or sterility assessment, it is necessary to take into consideration the growth characteristics of the Salmonella tester strains on different media: the ability to 
grow on selective media decreases in the series of Endo-agar > Salmonella Shigella -agar > Bismuth-sulfite agar > Ploskirev’s agar.
Limitations. The research is limited to the study of cultural, morphological and biochemical characteristics of S. typhimurium, but not Escherichia coli.
Conclusion. The described cultural and morphological properties of tested strains on different media can be used to assess cytotoxicity/survival of treated cultures 
performing studies according to OECD 471. The use of additional biochemical markers of authenticity and morphological properties of tester strains will help to 
ensure the quality of studies using the Ames test in the processes of conservation, reproduction, and routine testing.

Keywords: mutagenicity; the Ames test; Salmonellа typhimurium; biochemical markers; cultural and morphological characteristic
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ТА98, ТА97) или приподнятый центр и валик по краям 
(ТА1535). Морфологические свойства индикаторных куль-
тур на среде ГРМ были аналогичны их характеристикам на 
LB-агаре за исключением размера колоний, диаметр кото-
рых составлял 3–4 мм. Ауксотрофные штаммы S. typhimurium 
на среде ГМФ через 24 ч роста формировали колонии, сход-
ные по морфологическими параметрам с наблюдаемыми на 
ГРМ-агаре, но сероватого оттенка (все штаммы), а также 
мелкозернистой структуры в случае ТА1535.

Пассаж на среду Эндо-ГРМ сопровождался формиро-
ванием округлых выпуклых непрозрачных колоний тём-
но-пурпурного цвета без металлического блеска, имевших 
диаметр 2–3 мм, однородную структуру и гладкую поверх-
ность. Колонии имели либо ровный край (ТА100, ТА1535), 
либо приподнятый центр и валик по краям (ТА98, ТА97, 
ТА102). На среде Плоскирева индикаторные культуры об-
разовывали округлые сферические непрозрачные слегка бе-
жевые колонии диаметром 2–3 мм однородной структуры, 
имевшие ровный край и блестящую гладкую поверхность. 
Для культур ТА98 и ТА1535 был характерен слабый рост. 
При высеве культуральной жидкости без разведения было 
отмечено формирование единичных колоний, а у штамма 
ТА97 наблюдали отсутствие бактериального газона на дан-
ной среде. При росте на вышеперечисленных средах коло-
нии не выделяли пигмента в среду. Морфология колоний 
на висмут-сульфит агаре характеризовалась следующими 
признаками: колонии округлые с приподнятым центром и 
валиком по краям (ТА100, ТА102) или выпуклые с ровным 
краем (ТА98), тёмно-зелёные, диаметром 1–3 мм, с гладкой 
поверхностью без металлического блеска, непрозрачные с 
однородной структурой и ровным краем. Среда под коло-
нией была слегка прокрашена. Для культур ТА97 и ТА1535 
отмечено полное отсутствие роста при высеве культуральной 
жидкости без разведения.

При росте на SS-агаре наблюдали полиморфизм мор-
фологических признаков среди изучаемых штаммов. Ин-
дикаторные культуры ТА100, ТА1535, ТА98 и ТА102 фор-
мировали непрозрачные округлые бесцветные колонии 
мелкозернистой структуры с приподнятым центром и 
радиальной складчатостью края. Для штамма ТА97 харак-
терным признаком являлось образование округлых бесц-
ветных выпуклых колоний с ровным краем и блестящей 
гладкой поверхностью. Диаметр колоний достигал 4–5 мм, 
среда под колонией была слегка прокрашена (кроме ТА97).  
На SS-агаре штамм ТА1535 формировал единичные коло-
нии. На всех средах колонии легко снимались петлёй с по-
верхности агара и имели мягкую консистенцию.

Изучение биохимических свойств исследуемых штаммов 
показало, что бактерии ферментируют D-глюкозу, D-мальтозу 
(кроме ТА97), D-маннозу, D-тагатозу, D-трегалозу, D-маннит, 
D-сорбит, кумарат, цитрат натрия, подщелачивают сукцинат 
(кроме ТА97 и ТА98), L-лактат (кроме ТА97), сбраживают 
глюкозу (кроме ТА97), не ассимилируют L-малат, L-лактат, 
L-гистидин, L-арабит, адонитол. Бактерии не обладают устой-
чивостью к вибриостатическому агенту О/129 и не выделяют 
сероводорода. Не обнаружено ферментативной активности в 
тестах на утилизацию малоната, палатинозы, D-целлобиозы, 
сахарозы. Тест Эллмана отрицательный. Для индикатор-
ных культур была характерна отрицательная реакция на 
идентификационный субстрат Ala-Phe-Pro-ариламидазы, 
L-пролинариламидазы, глицинариламидазы, Glu-Gly-Arg-
ариламидазы, L-пирролидон-ариламидазы, глютамиларила-
мидазы pNA, уреазы, бета-аланинариламидазы pNA, бета-N-
ацетил-глюкозаминидазы, бета-N-ацетилгалактозаминидазы, 
альфа-глюкозидазы, бета-глюкозидазы, бета-ксилозидазы, 
бета-глюкуронидазы, бета-галактозидазы, липазы, гамма-
глютамил-трансферазы. В отношении субстратов таких фер-
ментов, как орнитидин-декарбоксилаза, лизиндекарбокси-
лаза, фосфатаза, тирозинариламидаза, выявлена позитивная 
активность. Для 5-кето-D-глюконата и субстрата альфа-га-
лактозидазы в случае некоторых тест-штаммов выявлена  
неустойчивая активность (см. таблицу).

генетических характеристик, присущих каждому штамму: 
ауксотрофности по гистидину, наличие либо отсутствие 
плазмид R-фактора, присутствие специфических мутаций 
rfa и uvrB (или uvrА) [4, 13, 14].

Для совершенствования оценки качества штаммов в 
тест-системе Salmonella/микросомы нами проведено из-
учение культурально-морфологических и биохимических 
свойств индикаторных культур S. typhimurium и дана оценка 
их применимости как дополнительных характеристик каче-
ства тест-штаммов, используемых в тесте Эймса.

Материалы и методы
Референтный штамм S. typhimurium 79 (В-4376) получен 

из Государственной коллекции патогенных микроорганиз-
мов и клеточных культур «ГКПМ-Оболенск».

Индикаторные штаммы S. typhimurium B-5291 (ТА97), 
В-5294 (ТА98), В-5303 (ТА1535), В-5300 (ТА100), В-5393 
(ТА102) получены в лиофилизированном виде из Всероссий-
ской коллекции промышленных микроорганизмов (ВКПМ).

После генетического анализа индикаторных штаммов 
готовили серию эталонных и рабочих культур, которые под-
держивали при температуре минус 75 ± 5 °С с использовани-
ем диметилсульфоксида в качестве криоконсерванта (1–2%). 
Генетический анализ штаммов из банка рабочих культур 
проводили с периодичностью 1 раз в 1–2 мес [14]. Изучение 
культурально-морфологических характеристик штаммов 
S. typhimurium проводили с использованием готовых ком-
мерческих сред: ГМФ-агар (производитель ЗАО НИЦФ, 
Санкт-Петербург); ГРМ-агар, Эндо-ГРМ-агар, висмут-
сульфит агар, агар Плоскирева-ГРМ, SS-агар (Сальмонелла 
Шигелла агар, производитель ФБУН ГНЦ МПБ, Оболенск). 
LB-среду готовили по прописи согласно паспорту штамма: 
10 г/л пептона, 5 г/л дрожжевого экстракта, 10 г/л NaCl, 
15 г/л агара, дистиллированная вода. Gm-среда: 2%-й во-
дный агар (750 мл), солевой концентрат (рН 7,2–7,4) (40 мл),  
20%-й раствор глюкозы (20 мл), 1%-й раствор MgSO4 (12 мл), 
0,2%-й биотин (2 мл), 0,5%-й гистидин (8 мл). Солевой кон-
центрат: C6H5O7Na3 • H2O – 10 г/л; K2HPO4 • 3H2O – 210 г/л; 
KH2PO4 – 90 г/л; аммоний сернокислый (NH4)2SO4 – 20 г/л; 
дистиллированная вода.

Перед началом эксперимента аликвоту рабочей культуры 
после оттаивания при комнатной температуре вносили в 15–
25 мл жидкой LB-среды и инкубировали в течение 16–17 ч 
при температуре плюс 37 ± 1 °С до плотности приблизитель-
но 109/мл. Готовили серию разведений культуральной жид-
кости, после чего 100 мкл из 4-го, 5-го и 6-го разведений вы-
севали поверхностным способом на чашки Петри со средой 
в 2–3 параллельных повторах с последующей инкубацией 
при 37 ± 1 °С в течение 24 ч (ГМФ-агар, ГРМ-агар, Эндо-
ГРМ, LB-среда) или 48 ч (висмут-сульфит агар, SS-агар, агар 
Плоскирева, GM-среда). Морфологию колоний исследова-
ли под стереоскопическим микроскопом МСП-2.

Биохимические свойства выросших на ГРМ-агаре ин-
дикаторных культур S. typhimurium не старше 18–24 ч ис-
следовали с помощью автоматизированной системы Vitek-2 
(BioMerieux, Франция) согласно инструкции производителя 
с использованием идентификационных GN-карт, предна-
значенных для автоматической идентификации клинически 
значимых ферментирующих и неферментирующих грамо-
трицательных палочек.

Определение мутности суспензии проводили с помощью 
денситометра DEN-1B (BioSan, Латвия) и стандартов мут-
ности 0,5; 1; 2; 3; 4 единиц Мак-Фарланда (Hardy Diagnostics 
Inc, США).

Результаты
На LB- и Gm-средах наблюдали формирование округлых 

выпуклых слегка бежевых непрозрачных колоний диаме-
тром 2–3 мм с однородной структурой и блестящей гладкой 
поверхностью. Колонии имели ровный край (ТА100, ТА102, 
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МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Биохимические свойства индикаторных культур S. typhimurium на основании данных автоматизированной системы Vitek-2*
Biochemical properties of tester strains of S. typhimurium obtained with the automated system Vitek-2*

Признак 
Characteristic

Обозначение 
Abbreviation

Штамм / Strains
S. typhimurium 

79 ТА100 ТА1535 ТА102 ТА98 ТА97

Гидролазная 
активность 
(амидазы) 
Hydrolase activity 
(amidases)

Ala-Phe-Pro-ариламидаза / Ala-Phe-Pro-arylamidase APPA – – – – – –
L-пролинариламидаза / L-prolin arylamidase ProA – – – – – –
Глицинариламидаза / Glycine arylamidase GlyA – – – – – –
Glu-Gly-Arg-ариламидаза / Glu-Gly-Arg-arylamidase GGAA – – – – – –
L-пирролидон-ариламидаза / L-pyrrolidone-arylamidase PyrA – – – – – –
Глютамилариламидаза pNA / Glutamilaryl amidase pNA AGLTp – – – – – –
Тирозинариламидаза / Tyrosine arylamidase TyrA – + + + + +
Уреаза / Urease URE –/–** – – – – –
Бета-аланинариламидаза pNA 
pNA beta-alaninarilamidase

BAlap – – – – – –

Бета-N-ацетил-глюкозаминидаза 
Beta-N-acetyl-glucosaminidase

BNAG – – – – – –

Бета-N-ацетилгалактозаминидаза 
Beta-N-acetyl-galactosaminidase

NAGA – – – – – –

Гидролазная 
активность 
(гликозидазы) 
Hydrolase activity 
(glycosidases)

Альфа-глюкозидаза / Alpha-glucosidase AGLU – – – – – –
Бета-глюкозидаза / Beta-glucosidase BGLU – – – – – –
Бета-ксилозидаза / Beta-xylosidase BXYL –/–** – – – – –
Бета-глюкуронидазам / Beta-glucuronidase BGUR –/–** – – – – –
Альфа-галактозидазам / Alpha-galactosidase AGAL + –/(–)/+/– +/–/+/+ (–)/(+)/+ –/+/+ +
Бета-галактозидаза / Beta-galactosidase BGAL –/–** – – – – –

Лиазы 
Lyases

Орнитидин-декарбоксилаза / Ornithidine decarboxylase ODC +/+** + + + + +
Лизиндекарбоксилазам / Lysine decarboxylase LDC +/+** + + + + +
Липазам / Lipase LIP – – – – – –
Фосфатазам / Phosphatase PHOS + (–)/+/+/+ + + + +

Сахаролитическая 
активность 
(моносахариды) 
Saccharolytic activity 
(monosaccharides)

D-глюкоза / D-glucose dGLU +/+** + + + + +
D-манноза / D-mannose dMNE + + + + + +
D-тагатоза / D-tagatose dTAG + + + + + +
D-трегалоза / D-trehalose dTRE +/+** + + + + +
Сбраживание глюкозы / Glucose fermentation OFF +/+** + + + + –

Сахаролитическая 
активность 
(дисахариды) 
Saccharolytic activity 
(disaccharides)

D-мальтоза / D-maltose dMAL + + + + + –
Палатиноза / Palatinosa PLE – – – – – –
Сахароза / Sucrose SAC –/–** – – – – –
D-целлобиоза / D-cellobiose dCEL –/–** – – – – –

Сахаролитическая 
активность 
(многоатомные 
спирты) 
Saccharolytic activity 
(polyhydric alcohols)

Адонитол / Adonitol ADO –/–** – – – – –
L-арабит / L-arabit IARL –/–** – – – – –
D-маннит / D-mannitol dMAN +/+** + + + + +
D-сорбит / D-sorbitol dSOR +/+** + + + + +

Метаболизм 
карбоновых 
кислот 
Metabolism of 
carboxylic acids

L-лактат, подщелачивание / L-lactate, alkalization ILATk + + + + + –
L-лактат, ассимиляция / L-lactate, assimilation ILATa – – – – – –
L-малат, ассимиляция / L-malate, assimilation IMLTa – – – – – –
Малонат / Malonat MNT –/–** – – – – –
Сукцинат, подщелачивание / Succinate, alkalization SUCT + + + + – –
Цитрат натрия / Sodium citrate CIT +/+** + + + + +
5-кето-D-глюконат / 5-keto-D-gluconate 5KG – +/+/(+)/+ +/–/+/+ (+)/+/+ – +

Метаболизм 
пептидов 
Peptide metabolism

Кумарат / Kumarat CMT + + + + + +
L-гистидин, ассимиляция / L-histidine, assimilation IHISa – – – – – –
Выделение H2S / H2S production H2S +/+** – – – – –
Эллман / Ellman ELLM – – – – – –
Гамма-глютамил-трансфераза 
Gamma-glutamyl transferase

GGT – – – – – –

Устойчивость 
Resistance

Устойчивость к О/129 (вибриостат. агенту) 
Resistance to О/129

O129R + – – – – –

П р и м е ч а н и е. * Для каждого штамма оценку биохимических свойств проводили в 3–4 независимых экспериментах. Данные для отдельных 
экспериментов приведены только в случае отличающихся результатов; (–) – слабоотрицательная реакция, (+) – слабоположительная реак-
ция; ** – согласно данным Vitek-2/согласно паспорту штамма.
N o t e: * Тhe assessment of biochemical properties was carried out in 3–4 independent experiments for each strain. Data for individual experiments are 
shown only in case of discrepant results; (–) – weakly negative reaction, (+) – weakly positive reaction; ** – аccording to Vitek-2 data/according to strain 
passport.
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температуре плюс 10 °С и начиная со второго месяца при 
температуре плюс 26 °С. Наблюдаемые изменения авторы 
связывают с адаптационными процессами при выживании в 
неблагоприятной среде.

У всех тест-штаммов выявлена позитивная активность 
в отношении субстрата тирозинариламидазы, что, возмож-
но, свидетельствует об их способности к катаболизму опре-
делённой группы белков. Тирозин, образуемый по шики-
матному пути метаболизма, играет важную роль в синтезе 
многих ферментов, поскольку является субстратом для про-
теинкиназ, осуществляющих фосфорилирование в процессе 
биосинтеза белков и регуляции их активности [19].

При изучении биохимических свойств 321 изолята бакте-
рий, выделенных из пещеры Parsık на северо-западе Турции, 
обнаружено, что большинству грамотрицательных (85,52%), 
грамположительных (65,97%) и грамположительных споро-
образующих (82,35%) палочек была присуща тирозинарила-
мидазная активность. По мнению авторов, это указывает на 
значимую роль данной аминокислоты в микробном метабо-
лизме [20].

Согласно результатам, полученным с помощью био-
химического анализатора, ещё одним отличительным мар-
кёром ауксотрофных сальмонелл (за исключением ТА98), 
является их способность утилизировать 5-кето-D-глюконат 
по сравнению с коллекционным штаммом S. typhimurium 79. 
5-кето-D-глюконат представляет собой промежуточный ме-
таболит конверсии идоновой кислоты до глюконовой кис-
лоты, последующее фосфорилирование которой приводит 
к образованию 6-фосфоглюконата, подвергающемуся ме-
таболизму по пути Энтнера – Дудорова [21]. Также у ряда 
индикаторных культур в отличие от патогенного штамма на-
блюдалась неустойчивая активность альфа-галактозидазы, 
которая катализирует реакцию отщепления концевых остат-
ков α-D-галактозы от α-D-галактозидов.

Необходимо подчеркнуть, что для некоторых субстратов 
отмечена вариабельность реакции у ауксотрофных штам-
мов. Например, ТА97 не сбраживал глюкозу, не утилизиро-
вал мальтозу, не подщелачивал L-лактат, сукцинат. Штамм 
ТА98 характеризовался отсутствием реакции на подщелачи-
вание сукцината и утилизацию 5-кето-D-глюконата.

Отличия в биохимическом профиле индикаторных штам-
мов, используемых в тесте Эймса, описаны в работе Busch с 
соавт., в частности в отношении способности сальмонелл 
использовать в качестве источника углерода и энергии ара-
бинозу, мелибиозу, цитрат натрия [16]. Кроме того, сооб-
щалось о чувствительности культуры ТА97 к концентрации 
глюкозы в составе минимального селективного агара: она не 
должна превышать 2% [22], что, возможно, обусловлено са-
харолитической активностью этого штамма.

Ростовые характеристики индикаторных культур на вы-
сокоселективных средах также отличались. На висмут-суль-
фит агаре, SS-агаре, агаре Плоскирева такие индикаторные 
культуры, как ТА97, ТА98 и ТА1535, характеризовались сла-
бым ростом в отличие от ТА100 и ТА102. Например, на SS-
агаре наблюдали формирование единичных колоний ТА1535, 
тогда как остальные штаммы образовывали сплошной газон 
при высеве культуральной жидкости без разведения. Среда 
Плоскирева, которая наряду с бриллиантовым зелёным и 
желчью содержит в отличие от SS-агара йод, обеспечивала 
хороший рост только двух ауксотрофных штаммов – ТА100 
и ТА102. Для культур ТА98 и ТА1535 было характерно об-
разование единичных колоний (при высеве культуральной 
жидкости без разведения), для ТА97 – полное отсутствие 
бактериального газона. На висмут-сульфит агаре отмечали 
полное отсутствие колоний ТА1535 и ТА97 при высеве куль-
туральной жидкости без разведения, что, возможно, связано 
с ингибирующим действием бриллиантового зелёного, при-
сутствующего в среде в высокой концентрации: 0,015 г/л в 
сравнении с 0,00033 г/л в составе SS-агара.

Таким образом, высокоселективные среды, использу-
емые при получении культуры сальмонелл дикого типа, не 
являются универсальными для всех индикаторных штаммов, 

Все индикаторные культуры были идентифицированы 
как Salmonella ser. typhimurium с вероятностью 96–99%.

Обсуждение
Общими отличительными биохимическими признаками 

бактерий рода Sallmonella является их способность разлагать 
маннит, рамнозу, ксилозу, трегалозу, арабинозу, мальтозу, 
дульцит, сорбит, образовывать газ на среде с глюкозой (за 
исключением S. typhi). Сальмонеллы – оксидазонегативные, 
позитивные по каталазе, метиловому красному и цитрату 
микроорганизмы. Не расщепляют лактозу, сахарозу, моче-
вину, не образуют индол, ацетоин, не разжижают желатин и 
не свёртывают молоко [15].

Характерным свойством индикаторных бактерий 
S. typhimurium, используемых в тесте Эймса, является аук-
сотрофность по гистидину вследствие наличия мутаций в 
разных сайтах гистидинового оперона у разных штаммов. 
Например, замена пар оснований в локусе hisG46 у ТА1535 
и ТА100 затронула первый фермент биосинтеза гистидина – 
фосфорибозил-АТФ-пирофосфорилазу, а мутация по типу 
сдвига рамки считывания в локусе hisD3052 у ТА98 повлияла 
на активность последнего фермента катаболизма гистиди-
на – гистидинолдегидрогеназу [2]. Более обширная деле-
ция, охватывающая сразу несколько оперонов gal, bio, uvrB, 
привела к неспособности синтезировать галактозу, биотин 
и нарушению работы системы эксцизионной репарации (за 
исключением ТА102). Штаммы, дефектные по uvrB, были 
получены в результате возникшей резистентности к хлорату 
за счёт мутации в гене нитрат-редуктазы, катализирующей 
восстановление хлората до хлорита [5].

Мутация rfa наряду с ∆gal опосредовала нарушение син-
теза ферментов, ответственных за формирование полисаха-
ридных цепей, определяющих антигенную специфичность 
клетки.

Сопоставление биохимических маркёров ауксотрофных 
штаммов и S. typhimurium 79, полученных с помощью авто-
матического анализатора, с учётом литературных данных 
показало, что в большинстве случаев авирулентные культу-
ры имели типичные биохимические свойства, присущие ре-
ферентной культуре. Как и следовало ожидать, в отличие от 
штамма S. typhimurium 79 индикаторные культуры были неу-
стойчивы к вибриостатическому агенту О/129 (см. таблицу). 
Кроме того, согласно данным, полученным на анализаторе 
Vitek 2, ауксотрофным бактериям была присуща отрицатель-
ная реакция в тесте на выделение сероводорода. Тем не ме-
нее на висмут-сульфит агаре, дифференцирующее действие 
которого основано на реакции образования сульфида висму-
та вследствие выделения H2S бактериями, наблюдали фор-
мирование тёмно-зелёных колоний ТА100, ТА102 и ТА98 со 
слабым окрашиванием среды под ними.

Поскольку сульфид водорода является конечным про-
дуктом разложения серосодержащих аминокислот цистина, 
цистеина и метионина, наблюдаемые эффекты могут быть 
связаны с низкой активностью десульфуразы (цистиназы) 
у индикаторных культур. В работах [16, 17] также сообща-
лось об отрицательной реакции на выделение сероводорода 
у большинства ауксотрофных сальмонелл, используемых в 
тесте Эймса. Авторы предполагают, что потеря способности 
образовывать газ на средах с тиосульфатом и глюкозой свя-
зана с отсутствием триметиламиноксид-редуктазы. Изме-
нение биохимического профиля, присущего S. typhymurium 
дикого типа, в отношении реакции на выделение серово-
дорода, а также утилизации рамнозы и цитрата натрия по-
казано в работе [18]. При изучении биохимических свойств 
штаммов сальмонелл (музейного и выделенных из проб 
воды р. Оки) отмечали потерю способности к образованию 
сероводорода при длительном обитании в модельной водной 
среде: через 2 мес при температуре плюс 10 °С и через 6 мес 
при температуре плюс 26 °С. Отсутствие ферментативной 
активности сальмонелл в отношении рамнозы и цитрата на-
трия наблюдали через одну неделю после эксперимента при 
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МЕТОДЫ ГИГИЕНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ

Ограничение исследования. Исследование ограничено изу-
чением культурально-морфологических и биохимических 
характеристик культур S. typhimurium, но не Escherichia coli.

Заключение
Исследования, посвящённые изучению культурально-

морфологических и биохимических характеристик тест-
штаммов и установлению их биохимических маркёров 
аутентичности, показали, что процедура подтверждения 
эталонных свойств индикаторных культур тест-системы 
Salmonella/микросомы наряду с оценкой спонтанного фона 
мутирования и генетических характеристик (-his фенотип, 
наличие либо отсутствие плазмид R-фактора, rfa- и ∆uvrB-
мутации) может быть расширена за счёт периодической 
оценки их биохимических свойств.

Индикаторным культурам присущи такие отличитель-
ные биохимические признаки бактерий серологического 
варианта Sallmonella typhimurium, как способность разлагать 
глюкозу, трегалозу, мальтозу, маннит, арабит, сорбит, де-
карбоксилировать лизин. Цитрат-позитивные микроорга-
низмы не расщепляют лактозу, сахарозу, мочевину, мало-
нат. Атипичными признаками по отношению к штамму 
Salmonella typhimurium дикого типа являются отрицательная 
реакция в тесте на выделение сероводорода, позитивная 
тирозинариламидазная активность, способность утилизи-
ровать 5-кето-D-глюконат, неустойчивая альфа-галактози-
дазная активность, отсутствие резистентности к вибриоста-
тическому агенту О/129.

Дифференциально-диагностические среды, использу-
емые для поддержания культур сальмонелл дикого типа, 
не универсальны для роста всех штаммов тест-системы 
Salmonella/микросомы, поэтому при выборе сред для оцен-
ки цитотоксичности, выживаемости согласно [13] или сте-
рильности [18] необходимо руководствоваться ростовыми 
характеристиками индикаторных бактерий. Способность 
к росту на селективных средах уменьшается в ряду: агар  
Эндо-ГРМ (формирование обильного газона у всех 5 штам-
мов) > SS-агар (4 штамма) > висмут-сульфит агар (3 штам-
ма) > агар Плоскирева-ГРМ (2 штамма).

Описанные в работе культурально-морфологические 
признаки колоний индикаторных бактерий на разных сре-
дах могут быть использованы при оценке цитотоксичности, 
выживаемости в предварительном эксперименте при выпол-
нении исследований согласно руководству ОЭСР № 471 или 
ГОСТ 32376–2013 и ГОСТ ISO 10993-3-2018.

По нашему мнению, использование дополнительных 
биохимических маркёров аутентичности и морфологиче-
ских свойств при проверке свойств индикаторных штаммов 
будет способствовать обеспечению качества исследований 
на мутагенность с помощью теста Эймса, в том числе при 
консервации, воспроизводстве и использовании в рутинных 
исследованиях постоянных и рабочих культур.

что, вероятно, обусловлено подавляющим действием компо-
нентов среды: бриллиантового зелёного, желчи и йода. При 
этом наиболее чувствительной оказалась культура ТА1535. 
Необходимо отметить, что у штамма ТА100, который был 
получен из ТА1535 путём интродукции плазмиды pKM101, 
отмечали хороший рост на всех высокоселективных средах.

В настоящее время в панели микроорганизмов рода 
Salmonella, применяемых в тесте Эймса, насчитывают не-
сколько линий с разными мутациями в гистидиновом 
(hisG46, hisD3052, hisC3076, hisD6610, hisG428, hisO1242) и 
uvrB оперонах. С помощью технологии ДНК-микрочипов 
охарактеризована делеция uvrB у штаммов TA97, TA104, 
TA100, TA1537 и TA98, результатом которой явилась поте-
ря 0,3; 0,3; 1; 1,9 и 2,6% генома бактерий соответственно.  
∆uvrB-мутация привела к утрате 47 генов (размером 
50 т. п. н.) у ТА100, 15 генов (16 т. п. н.) у ТА97 и 119 генов 
(125 т. п. н.) у ТА98. Кроме того, у ТА97 и ТА104 была обна-
ружена идентичная делеция трёх генов вне uvrB-оперонов. 
Утраченные последовательности генома включают ряд от-
крытых рамок считывания неустановленной функции и 
гены биосинтеза кофактора молибдена moaABCDE (у всех 
штаммов); mfdA и mdaA, кодирующие полилекарственную 
транслоказу и кислород-чувствительную нитроредуктазу (у 
ТА98); dps и yliJ, кодирующие ДНК-связывающий белок и 
глутатион-S-трансферазу (у TA1537 и TA98); dinG, кодиру-
ющий фермент репарации под контролем белка-репрессора 
LexA и rhlE, кодирующий АТФ-зависимую РНК-геликазу 
(отсутствующие у TA100, TA1537 и TA98). Штаммы TA97 и 
TA104 в отличие от других индикаторных культур характери-
зовались наличием интактного галактозного оперона, сле-
довательно, фенотип ∆gal у этих штаммов опосредован, по 
мнению авторов, более трудноуловимой геномной вариаци-
ей [23]. Наличие устойчивой позитивной активности альфа-
галактозидазы у ТА97, обнаруженной с помощью биохими-
ческого анализатора, согласуется с данными об интактном 
галактозном опероне у этой культуры, описанными выше. 
В работе Matsumura и соавт. при использовании высокопро-
изводительного секвенирования генома также показано, что 
делеция uvrB сопровождается утратой большего участка ге-
нома у ТА98 по сравнению с ТА100 и, следовательно, приво-
дит к более выраженным нарушениям структуры клеточной 
стенки [24].

В свете имеющейся информации очевидно, что отли-
чительные биохимические маркёры у разных тест-культур 
опосредованы генетически детерминированными особен-
ностями, привнесёнными в ходе получения ауксотрофных 
штаммов. Возможно, наблюдаемые изменения в биохими-
ческом профиле авирулентных культур по сравнению с ди-
ким типом являются результатом внесённых в хромосом-
ную ДНК мутаций, затрагивающих биосинтез гистидина 
(-his фенотип) и формирование клеточной стенки бактерий 
(rfa, ∆gal), что могло привести к изменению метаболизма 
веществ.
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