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АННОТАЦИЯ

Дипломная работа  выполнена на  36 стр.  машинописного текста,  содержит
введение (1 стр.),  три главы – обзор литературы (9 стр.),  материал и методы
исследования (2 стр.), результаты исследования (8 стр.), заключение и выводы
(1 стр.), библиографический указатель литературы (7 стр.). В дипломной работе
отражены 5 таблиц и 9 рисунков, библиографический указатель включает 99
источников научной литературы. 

Цель. Изучение культуральных свойств  Salmonella, выделенных из объектов
окружающей среды.

Задачи:
1  Изучение  биологии  и  особенностей  распространения  сальмонелл  по

пищевой цепи.
Задача решена благодаря теоретическим исследованиям. Всего исследовано и

проанализировано 99 источников научной литературы.
2  Изучение  методом  математического  моделирования  особенностей

культуральных  условий  почв,  способствующих  процессам  выживаемости
сальмонелл в условиях окружающей среды.

Задача решена с применением метода математического моделирования.
3  Выделение  бактерий рода  Salmonella из  объектов  окружающей  среды  и

изучение особенностей роста сальмонелл на питательной среде.
Задача решена с применением методов классической микробиологии.



АННОТАЦИЯ

Дипломдық жұмыс 36 бет машинкамен терілген мәтінді қамтиды, кіріспеден
(1 бет),  үш тараудан – әдебиеттерге шолу (9 бет),  зерттеу материалдары мен
әдістері (2 бет), зерттеу нәтижелері (8 бет), қорытынды және тұжырымдардан (1
бет),  сондай-ақ  библиографиялық  көрсеткіштен  (7  бет)  тұрады.  Дипломдық
жұмыста 5 кесте және 9 сурет көрсетілген, библиографиялық көрсеткіште 99
ғылыми әдебиет көзі бар.

Мақсаты:  Қоршаған  орта  объектілерінен  бөлінген  Salmonella-ның  мәдени
қасиеттерін зерттеу.

Міндеттері:
1. Азық-түлік  тізбегіндегі  Salmonella-ның  биологиясы  мен  таралу

ерекшеліктерін зерттеу.
Бұл  міндет  теориялық  зерттеулер  арқылы  шешілді.  Барлығы  99  ғылыми

әдебиет көзі зерттеліп, талданды.
2. Қоршаған  орта  жағдайында  Salmonella-ның  өмір  сүруіне  ықпал  ететін

топырақтың мәдени жағдайларын математикалық модельдеу әдісімен зерттеу.
Бұл міндет математикалық модельдеу әдісін қолдану арқылы шешілді.
3. Қоршаған орта объектілерінен Salmonella бактерияларын бөліп алу және

олардың қоректік ортада өсу ерекшеліктерін зерттеу.
Бұл міндет классикалық микробиология әдістерін қолдану арқылы шешілді.



SUMMARY

Thesis consists of 36 pages of typed text, including an introduction (1 page), three
chapters – a literature review (9 pages), materials and methods of research (2 pages),
research results (8 pages), a conclusion and findings (1 page), and a bibliography (7
pages). The thesis contains 5 tables and 9 figures, and the bibliography includes 99
sources of scientific literature.

Objective:  To  study  the  cultural  properties  of  Salmonella  isolated  from
environmental objects.

Tasks:
1. Study of the biology and distribution characteristics of Salmonella along the

food chain.
This task was accomplished through theoretical research. A total of 99 sources of

scientific literature were studied and analyzed.
2. Study of the soil culture conditions conducive to Salmonella survival in the

environment using mathematical modeling.
This task was accomplished using the method of mathematical modeling.
3. Isolation of Salmonella bacteria from environmental objects and study of the

growth characteristics of Salmonella on nutrient media.
This task was accomplished using classical microbiology methods.
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ВВЕДЕНИЕ

Актуальность.  Изучение  процессов  распространения  сальмонеллеза,  как
инфекционного  заболевания  пищевой  цепи,  имеет  ключевое  значение  для
предотвращения их передачи из окружающей среды на пищевые продукты и
далее  к  человеку.  Поэтому  изучение  культуральных  свойств  бактерий  рода
Salmonella,  выделенных  из  объектов  окружающей  среды  актуально  и
направлено на изучение особенностей их устойчивости и выживаемости. 

Цель. Изучение культуральных свойств  Salmonella, выделенных из объектов
окружающей среды.

Задачи:
1  Изучение  биологии  и  особенностей  распространения  сальмонелл  по

пищевой цепи.
Задача решена благодаря теоретическим исследованиям. Всего исследовано и

проанализировано 99 источников научной литературы.
2  Изучение  методом  математического  моделирования  особенностей

культуральных  условий  почв,  способствующих  процессам  выживаемости
сальмонелл в условиях окружающей среды.

Задача решена с применением метода математического моделирования.
3  Выделение  бактерий рода  Salmonella из  объектов  окружающей  среды  и

изучение особенностей роста сальмонелл на питательной среде.
Задача решена с применением методов классической микробиологии.
Новизна исследований. Новизной исследования является то, что сальмонеллы

выделены из локальных условий объектов окружающей среды – почв г. Алматы.
Научная  и  практическая  значимость.  Научная  значимость  исследований

определяется тем, что соискателем изучены культуральные свойства бактерий
рода  Salmonella,  выделенные  из  почвы,  что  позволило  освоить  вопросы,
касающиеся биобезопасности. Практическая значимость определяется тем, что
соискателем изучены и закреплены микробиологические методы исследования,
такие  как,  метод  отбора  проб  почвы,  метод  предельного  разведения,  метод
посева культура на твердые питательные среды, метод культивирования, метод
окрашивания по Граму, метод микроскопирования.

Дипломная работа  выполнена на  36 стр.  машинописного текста,  содержит
введение (1 стр.),  три главы – обзор литературы (9 стр.),  материал и методы
исследования (2 стр.), результаты исследования (8 стр.), заключение и выводы
(1 стр.), библиографический указатель литературы (7 стр.). В дипломной работе
отражены 5 таблиц и 9 рисунков, библиографический указатель включает 99
источников научной литературы. 

 



1 Обзор литературы

1.1 Биология бактерий рода сальмонелл

Сальмонелла является ведущей причиной болезней пищевого происхождения
во  всем  мире,  которые  поражают  желудочно-кишечный  тракт  и  вызывают
диарею,  тошноту  и  судороги  у  людей  [1]  Заболевания,  передаваемые  через
пищу,  представляют  серьезную  проблему  общественного  здоровья  по  всему
миру.  Согласно  отчету  Всемирной  организации  здравоохранения,  каждый
десятый человек заболевает после употребления загрязненной пищи, приводя к
420  000  смертей  ежегодно  [2]  Основываясь  на  различиях  в  анализе
последовательностей  их  16S  рРНК,  род  сальмонеллы  делится  на  два
таксономических вида,  включая Salmonella  enterica  и  Salmonella  bongori.  [3].
Большинство  изолятов,  вызывающих  заболевания  у  людей  и  животных,
принадлежат к S. enterica. Этот вид дополнительно делится на более чем 2600
сероваров,  способных  вызывать  заболевания  у  людей  и  животных.  [4].  Их
резервуаром служит желудочно-кишечный тракт широкого круга домашних и
диких  животных,  обладающих  способностью  расти  и  размножаться  при
различных условиях окружающей среды вне организма-хозяина. 

Сальмонеллы это грамотрицательные жгутиковые факультативно анаэробные
бациллы,  обладающие  тремя  основными  антигенами:  H  или  жгутиковым
антигеном (может  встречаться  в  одной или  обеих  двух  формах,  называемых
фазой 1 и фазой 2; организмы имеют тенденцию переходить от одной фазы к
другой);  О или соматический антиген (встречаются на поверхности внешней
мембраны и определяются специфическими последовательностями сахаров на
поверхности  клетки);  и  антиген  Vi  (имеется  лишь  у  нескольких  сероваров;
представляет  собой  поверхностный  антиген,  лежащий  над  антигеном  O;  он
присутствует в нескольких сероварах, наиболее важным из которых является S
typhi) [1, 5]. 

Антигенный  анализ  сальмонелл  с  использованием  специфических
антисывороток  имеет  клинические  и  эпидемиологические  преимущества.
Определение антигенной структуры позволяет клинически идентифицировать
микроорганизмы и отнести их к одной из девяти серогрупп (АИ), каждая из
которых содержит множество сероваров. H-антиген также представляет собой
полезный  эпидемиологический  инструмент,  с  помощью  которого  можно
определить  источник  инфекции  и  способ  ее  распространения.  Клеточная
оболочка  сальмонелл  содержит  сложную  липополисахаридную  (ЛПС)
структуру, которая [1-5]: 

1)  высвобождается  при  лизисе  клетки  и,  в  некоторой  степени,  во  время
культивирования; 

2)  может действовать как эндотоксин и может иметь важное значение для
определения вирулентности микроорганизмов; 

3)  состоит  из  трех  компонентов:  внешней  О-полисахаридной  оболочки,
средней части (R-ядра) и внутренней липидной А-оболочки; 



4) важна по нескольким причинам: 
а)  природа  повторяющихся  сахарных  единиц  во  внешних  цепях  О-

полисахарида  отвечает  за  специфичность  О-антигена  (помогает  определить
вирулентность организма);

б)  антитела,  направленные  против  R-ядра  (общего  энтеробактериального
антигена),  могут  защищать  от  заражения  широким  спектром
грамотрицательных  бактерий,  имеющих  общую  структуру  ядра,  или  могут
смягчать их летальные эффекты;

в) эндотоксиновый компонент клеточной стенки может играть важную роль в
патогенезе  многих  клинических  проявлений  грамотрицательных  инфекций
(эндотоксины  вызывают  лихорадку,  активируют  сывороточную  систему
комплемента,  кининовую  и  свертывающую  системы,  угнетают  функцию
миокарда  и  изменяют  функцию  лимфоцитов,  ответственен  за  многие
проявления  септического  шока,  которые  могут  возникнуть  при  системных
инфекциях) [5].

1.2  Особенности  распространения  бактерий  рода  сальмонелл  в
окружающей среде

В последние годы бытовые отходы, собираемые на свалках, и связанные с
этим  опасности  стали  одной  из  самых  серьёзных  проблем  современной
цивилизации.  Эти  отходы  почти  всегда  рассматриваются  как  значительная
угроза для растительного и животного мира,  а  также для здоровья человека,
независимо  от  их  происхождения,  свойств  и  полезности,  включая
экологическую [6]. Они являются потенциальным источником инфекционного
материала,  и  их  накопление  на  свалке  представляет  серьёзный  источник
загрязнения  окружающей  среды  [7].  Было  показано,  что  по
микробиологическому  загрязнению  бытовые  отходы  мало  отличаются  от
осадков сточных вод в реальных условиях, присутствующих на свалке. В обоих
типах  отходов  обнаруживаются  патогенные  бактерии,  включая
оппортунистические  патогены.  Многие  виды  бактерий  из  родов,  таких  как
Salmonella,  Klebsiella,  Herellea,  Acinetobacter,  Moraxella,  Pasteurella,  Bacillus,
Streptococcus,  Staphylococcus,  Mycobacterium,  Aerococcus,  Nocardia  и
Stenotrophomonas, выделяются из этих отходов [8]. Это указывает не только на
значительное  количество  микроорганизмов,  присутствующих  в  материале,
собранном на свалке, но и на их большое таксономическое разнообразие [9].
Также  существуют  бактерии  фекального  происхождения,  колонизирующие
пищеварительную  систему  человека  и  животных,  и  после  их  выхода  из
организма  они  могут  рассматриваться  как  индикаторы  гигиенического
состояния окружающей среды [10]. При оценке санитарного и гигиенического
качества почвы очевидно, что исследование для выявления всех патогенных и
потенциально  инфекционных  организмов,  которые  могут  попасть  в  почву  с
отходов,  невозможно  из-за  высокой  стоимости  и  трудоёмкости  анализа.



Действующие  нормативные  рекомендации  в  Польше  предусматривают
микробиологические испытания почвы на наличие палочек Salmonella spp. [11].
Бактерии рода  Salmonella  играют  особую роль  и  могут  рассматриваться  как
модели  для  других  патогенных  микроорганизмов.  Эти  бактерии  могут
находиться  в  навозе  человека  и  животных  и  являются  причиной  опасных
кишечных заболеваний. При внесении в почву в качестве компонента отходов
или удобрений они являются значительным источником инфекций почвенного
происхождения,  как  непосредственно,  так  и  косвенно,  через  кормление
загрязнёнными растениями [12]. Как кишечные бактерии,  Salmonella является
аллохтонным  родом  для  почвенной  среды  и  хорошим  индикатором  свежего
загрязнения  навозом.  Однако  до  сих  пор  существует  ограниченное  знание  о
биотических и абиотических факторах, влияющих на устойчивость  Salmonella
spp. в почве, включая сельскохозяйственные угодья [12]. Недавно Jechalke и др.
[13] обнаружили, что в глинистой почве, удобренной органическим удобрением,
продолжительность  устойчивости  Salmonella  enterica  увеличивается,  а  её
выживание  также  зависит  от  видов  растений,  растущих  в  почве.  В  свою
очередь,  обработка  почвы  осадками  сточных  вод  значительно  снижала
количество  культивируемых  Salmonella  Typhimurium  LT2,  которые,
предположительно,  переходили  в  состояние  жизнеспособных,  но
некультивируемых (VBNC) [14]. Поскольку Salmonella spp. и другие патогены
человека  из  семейства  Enterobacteriaceae  могут  адаптироваться  к
экологическим  местообитаниям,  не  теряя  своей  вирулентности,  повышается
вероятность их воздействия и передачи людям, работающим или живущим в
загрязнённой зоне [15]. Salmonella Typhi и S. Paratyphi — это специфические
для человека грамотрицательные бактериальные патогены,  которые являются
основными  возбудителями  брюшного  тифа  и  паратифа  соответственно.  Оба
патогена  ограничены  человеком  (то  есть,  у  них  нет  известных  животных
резервуаров)  и  передаются от человека к человеку через  фекально-оральный
путь путем употребления загрязненной пищи или воды, либо через контакт с
фекалиями  от  остро  или  хронически  инфицированных  лиц  [16].  Salmonella
Typhi представляет  значительную угрозу для здоровья человека в  различных
частях мира,  особенно в  развивающихся странах,  где  практикуется открытая
дефекация  [17],  где  сбор  и  утилизация  фекальных  масс  неэффективны  или
используются в сельском хозяйстве [18], и где отсутствует доступ к безопасной
воде [19]. 

Текущая оценка бремени болезни является довольно неточной, так как часто
сообщаемые данные основаны на случаях,  требующих госпитализации,  но у
большинства  пациентов  не  развиваются  тяжелые  симптомы,  и  они  лечатся
местными врачами или остаются без лечения [20]. Знание и признание бремени
болезни  имеет  решающее  значение  для  принятия  обоснованных  решений  в
области  общественного  здравоохранения,  таких  как  вакцинные  стратегии,
распределение  ресурсов  и  мониторинг  эффективности  вмешательств  [21].
Однако, поскольку бремя брюшного тифа значительно варьируется по времени
и  пространству  (то  есть,  заболеваемость  может  варьироваться  в  пределах



одного  города  или  географической  области),  локализованные  данные
клинического наблюдения могут быть сложно экстраполировать [21]. 

Лечение  сальмонеллеза  у  людей  и  животных  обычно  основано  на
антибиотиках  [22].  Антибиотики  широкого  спектра  действия  обычно
используются  для  лечения  высоко  восприимчивых  людей  с  клиническими
осложнениями  [23].  Антибиотики  хлорамфеникол  и  триметоприм  /
сульфаметоксазол впервые были использованы для лечения сальмонеллеза [24].
В  настоящее  время хинолоны третьего  поколения,  такие  как  фторхинолоны,
включая  ципрофлоксацин  и  офлоксацин,  являются  препаратами  выбора  для
лечения сальмонеллезной инфекции у пациентов с ослабленным иммунитетом
[25]. Из-за растущей устойчивости бактерий к фторхинолонам цефалоспорины,
такие как цефтриаксон, и макролиды, такие как азитромицин, используются в
качестве эмпирического лечения для контроля инфекций сальмонеллы [26]. Как
и антибиотики, вакцины также используются для предотвращения и контроля
инфекций  сальмонеллы у  людей и  животных [27].  Существует  две  вакцины
против  сальмонеллы,  одобренные  Управлением  по  санитарному  надзору  за
качеством пищевых продуктов и медикаментов (FDA): живая аттенуированная
пероральная  вакцина  Ty21a и  внутримышечная  полисахаридная  капсульная
вакцина  Vi, тогда как несколько других вакцин, таких как вакцина на основе
ГММА,  гликоконъюгированная  вакцина,  О-антиген  гликоконъюгированные
вакцины и новые аттенуированные вакцины все  еще находятся в  разработке
[28]. Эффективность вакцин против сальмонеллы ограничивается различными
факторами,  такими  как  наличие  бессимптомных  носителей,  что  затрудняет
разработку вакцин, сложные механизмы уклонения от иммунитета и наличие
разнообразных серотипов [29]. В настоящее время доступные вакцины против
брюшного  тифа  обеспечивают  лишь  умеренную  и  кратковременную  защиту
человека  [30].  Кроме  того,  серотипы  сальмонелл  сильно  варьируют,  со
значительным  генетическим  разнообразием  внутри  и  между  хозяевами,  что
усложняет  усилия  по  контролю  над  патогеном  [31].  Серовары  сальмонелл
классифицируются на брюшнотифозные и не тифоидные (НТС) в зависимости
от  их  способности  развивать  специфическую  патогенность  у  человека  и
животных [32]. К брюшнотифозным сероварам, вызывающим брюшной тиф и
паратиф у человека, относятся S. Typhi, S.Paratyphi A, B, C и S. Sendai [33]. Эти
серовары  очень  специфичны  для  хозяина  и  передаются  только  от
инфицированных хозяев или носителей через загрязненную пищу и воду [34].
Тифоидный  сальмонеллез  характеризуется  высокой  смертностью  и  низкой
заболеваемостью  [35].  Однако  НТС  включает  более  2000  серотипов,  среди
которых  преимущественно  S.  Enteritidis,  S.  Typhimurium,  S.Newport и  S.
Heidelberg,  и  может  инфицировать  как  человека,  так  и  животных  [36].
Некоторые серовары NTS, такие как фаг S. Typhimurium типа, S. Gallinarum и S.
Pullorum преимущественно инфицирует голубей, овец, свиней, водоплавающих
птиц и домашнюю птицу соответственно, тогда как S.  Дублин и С. Холерой
поражаются преимущественно крупный рогатый скот и свиньи [37]. Более того,
NTS  может  легко  адаптироваться  к  широкому  кругу  хозяев  и  быстро



распространяться  от  инфицированных  хозяев  при  употреблении  зараженной
пищи  и  воды  [38].  Инвазивные  нетифоидные  сальмонеллы  [iNTS]  более
вирулентны,  чем другие типы,  не  относящиеся к  iNTS;  однако большинство
сероваров iNTS подобны сероварам, не относящимся к iNTS, с точки зрения
типа  заболевания,  восприимчивости  к  группе  высокого  риска  и  других
характеристик, таких как развитие множественной лекарственной устойчивости
[39]. Способность сальмонеллы адаптироваться к окружающей среде хозяина и
вызывать  клинические  симптомы  у  конкретного  хозяина  зависит  от  таких
факторов,  как  дозировка  заражающих  бактерий,  вовлеченный  вид  хозяина,
возраст хозяина и его иммунный статус [40]. Например, серовар S.Choleraesuis
является  сероваром,  адаптированным  к  свиньям,  и  он  вызывает  у  свиней
наиболее  тяжелые  заболевания  по  сравнению  с  людьми  [41].  Некоторые
серотипы,  такие  как  S.  энтерикасеровар  Typhimurium  внесен  в  список
прототипов  серотипа  широкого  круга  хозяев,  который  может  инфицировать
людей, домашний скот, домашнюю птицу, лошадей, свиней, голубей, грызунов и
птиц [38]. Другие серовары, такие как S. enterica можно классифицировать как
универсальные,  адаптированные к  хозяину или ограниченные хозяином [42].
Они  разработали  механизмы  выживания  внутри  хозяина,  избегая  при  этом
иммунных ответов за счет колонизации нефагоцитарных клеток [43]. Например,
S.  Typhi  распространяется  из  желудочно-кишечного  тракта  в
ретикулоэндотелиальную  систему.  Более  того,  он  обычно  колонизирует
поверхность желчных камней при диссеминации [44]. Примерно 1–6% людей,
инфицированных  Salmonella  Typhi,  не  проявляют  клинических  симптомов
после первичного заражения, но становятся бессимптомными и хроническими
бактерионосителями [45]. И наоборот, патогенез сероваров-хозяев-генералистов
часто  приводит  к  гастроэнтериту,  и  выделение  сальмонеллы  происходит  в
течение очень короткого времени [46]. Из-за их ограниченной способности к
долговременному  выделению  продолжительность  жизни  NTS-хозяина-
универсала  в  большей  степени  зависит  от  их  способности  выживать  в
окружающей среде [47]. Поскольку считается, что виды сальмонелл являются
частью нормальной микробиоты кишечника или желчного пузыря животных,
эти  животные  также  могут  играть  роль  в  косвенной  или  прямой  передаче
возбудителя человеку [48]. 

Источники инфекции сальмонеллы включают:
1  Птицу  и  продукты из  птицы,  которые  считаются  основным источником

инфекции сальмонеллы у людей [49].  Заражение  мяса  обычно происходит в
результате  неправильного  обращения  с  инфицированными органами,  такими
как  кишечник  и  печень,  во  время  обработки  туш  [50].  Было  исследовано
заражение  сальмонеллой  в  44  бройлерных  фермах  и  51  ферме-несушке,  где
сальмонеллы были обнаружены в 41,3% бройлерных птичников, а почти 50%
идентифицированных штаммов были способны продуцировать биопленку [51].
В  США  предыдущий  отчет  показал,  что  распространенность  серовара  S.
Enteritidis  в  куриных продуктах  выросла  с  0,45% до  1,5% за  период  10  лет
(2002–2012 гг.). Это означает, что мясо птицы является одним из существенных



факторов риска. для заражения человека [52]. Замороженные сырые куриные
продукты  в  панировке  (FRBCP)  также  были  признаны  фактором  риска
сальмонеллы в Канаде и США [53]. Из списка из 18 источников пищи яйца и
яичные продукты были наиболее частыми источниками вспышек сальмонеллеза
[54]. 

2 Мясной фарш: CDC провел опрос населения, который показал, что 82,2%
американцев  потребляют  говядину  еженедельно,  причем  67%  явно
предпочитают  говяжий  фарш  [55].  Было  установлено,  что  курица,  свинья  и
говядина ответственны за 34, 25 и 16% вспышек сальмонеллы соответственно
[56], а 10% сальмонеллеза человека связано с потреблением говядины в США
[55].  Недавняя  вспышка  сальмонеллеза  привела  к  более  чем  400
зарегистрированным инфекциям,  из  которых более  100  человек  потребовали
госпитализации. Вспышка была связана с устойчивым к антибиотикам (AMR)
штаммом S. Ньюпорте, который был связан с потреблением говяжьего фарша в
30 различных штатах [57]. 

3  Домашние животные могут загрязнять  окружающую среду и  передавать
инфекцию  другим  животным,  производящим  пищу,  спорадически  выделяя
бактерии со своими фекалиями [58].  Домашние животные, такие как собаки,
питающиеся  сырой  пищей,  с  большей  вероятностью  являются  носителями
сероваров сальмонеллы, таких как  S. Typhimurium,  S.Heidelberg и  S. Kentucky.
Более  того,  вероятность  заражения  сальмонеллой  выделение  вируса  было
примерно в 23 раза выше у собак на сыроедении, чем у собак на коммерческом
рационе  [59].  Более  того,  исследование  «случай-контроль»  сальмонеллеза  у
детей в Мичигане показало, что контакт с кошками является одним из основных
факторов риска заражения сальмонеллой [60]. 

4 Дикие животные, включая кабанов и диких свиней, играют решающую роль
в передаче сальмонеллы как домашним животным, так и людям во всем мире
[61]. Сальмонеллу часто выявляют у различных диких млекопитающих, таких
как опоссумы, еноты, лисы, норки, тигры, пумы, тюлени, белохвостые олени и
киты, а также у диких птиц [61]. Домашние животные заражаются при контакте
с  зараженными фекалиями  диких  животных  и  птиц  [62].  У  людей  передача
обычно  происходит  либо  при  прямом  контакте  с  зараженными  фекалиями
инфицированных животных, либо при употреблении зараженного мяса диких
птиц  и  других  диких  животных,  таких  как  олени  или  кабаны  [63].  Было
проведено  несколько  исследований  для  определения  распространенности
сальмонеллы у диких животных. Например, Каммингс и др. обнаружили, что из
442 образцов фекалий, полученных от диких свиней в 50 округах Техаса, США,
43%  дали  положительный  результат  на  сальмонеллу.  Среди  этих  образцов
наиболее распространенными были серовары S. Монтевидео (10%), С. Ньюпорт
(9,1%) и С. Дайте (8,2%) [64]. Аналогично, Молино и др. продемонстрировали,
что при анализе образцов тканей 1041 дикого кабана из центрально-западной
Испании  7,7%  были  положительными  на  сальмонеллу,  а  S.Newport был
наиболее  распространенным  сероваром  [65].  Аналогичным  образом,  из  225
образцов фекалий, собранных у содержащихся в неволе диких и экзотических



животных, включая жирафов, журавлей и енотов из Огайо, США, 24,9% ( n =
56)  были  положительными  на  сальмонеллу  ,  а  наиболее  распространенные
серовары  включали  S.  Typhimurium  (64,3%)  ,  S.  Ньюпорт  (32,1%)  и  С.
Гейдельберг (5,3%) [66]. 

5  Насекомые  также  являются  одним  из  переносчиков  сальмонеллы  на
фермах. Исследования показали, что комнатные и свалочные мухи, а именно
Musca  Domestica  и  Hydrotaea  aenescens,  могут  переносить  S.  Enteritidis,  S.
Серотипы  Heidelberg  и  S.  Infantis  [67].  Аналогично,  было  обнаружено,  что
личинки  и  взрослые  особи  мелких  мучных  червей  (Alphitobiusdiaperinus)
являются носителями AMR S. Enteritidis и передают инфекции на фермах [68].
Кроме того, 15 различных серотипов, включая S. Anatum, S. Choleraesuis var.
Кунцендорф и С.  Дерби,  были обнаружены у обыкновенных комнатных мух
(Musca Domestica) на свиноферме [69]. Более того, 13 из этих серотипов были
обнаружены в образцах фекалий свиней, причем S. Анатум и С. Дерби является
преобладающим [70]. 

6  Грызуны,  такие  как  домашние  мыши,  являются  одним  из  значительных
источников  инфекции  на  фермах.  Сообщалось,  что  домовая  мышь  (Mus
musculus) играет решающую роль в передаче инфекции Salmonella Enteritidis
среди  сельскохозяйственных  животных  [71].  Кроме  того,  такие  виды,  как
крышная  крыса  (Rattus rattus),  также  являются  известными  источниками  S.
Enteritidis инфекции [72].  Различные исследования показали, что  R.  rattus,  R.
norvegicus и  M.  musculus Domesticus являются  источниками  нескольких
серотипов сальмонеллы на птицеводческих и свинофермах [72]. Аналогично,
CDC  определяет  другие  виды-хозяева,  такие  как  рептилии  и  амфибии,  как
хозяев, которые могут содержать сальмонеллу и передавать инфекцию людям и
сельскохозяйственным животным [73]. Кроме того, способность сальмонеллы
образовывать  биопленки,  позволяющая  ей  прикрепляться  к  различным
поверхностям окружающей среды, овощам, фруктам и скорлупе куриных яиц, а
также  к  поверхностям,  находящимся  вблизи  жилых  помещений  животных,
таким как мешки для пылесоса, стоки раковин и т.д. дверные ручки в домах
способствуют  дальнейшей  передаче  бактерий хозяевам-млекопитающим [74].
Другие источники, такие как вода, загрязненные полы, тележки, использование
загрязненной воды для  орошения сельскохозяйственных культур  или прямой
контакт с фекалиями животных, несущих сальмонеллу,также могут передавать
инфекцию человеку [75]. Передача серотипов сальмонеллы часто значительно
различается  между  популяциями  людей  и  животных  в  одном  и  том  же
географическом  регионе  [76].  Различные  серотипы  сальмонелл  обладают
разной способностью вызывать заболевания у человека [77]. Однако передача
инфекций  сальмонеллы  может  происходить  при  прямом  или  косвенном
контакте  дома,  в  больнице  или  на  ферме;  однако  большинство  заболеваний,
связанных с сальмонеллой, которые ежегодно возникают во всем мире, имеют
пищевое происхождение [78]. Передача сальмонеллы может происходить при
прямом контакте при прямом употреблении зараженной фекалиями пищи или
воды [79]. Вертикальная передача обычно происходит у птиц и рептилий, когда



бактерии из женских половых путей получают доступ к яйцам [80]. Внедрение
возбудителя зависит от толщины и проницаемости яичной скорлупы, причем
яичная скорлупа рептилий более тонкая и проницаемая, чем у птиц [81], тогда
как  непрямая  передача  происходит,  когда  бактерии  передаются  через
промежуточные  объекты,  такие  как  загрязненная  посуда  и  живые  или
неодушевленные векторы [82].

1.3  Методика  микробиологических  исследований  при  работе  с
сальмонеллами

S. enterica – это высоко разнообразный грамотрицательный бактериальный
вид,  который  можно  разделить  на  тифоидные  и  не  тифоидные  серовары
Salmonella.  Тифоидные  серовары  Salmonella  имеют  общие  вирулентные
свойства,  приобретённые в  результате  конвергентной эволюции,  поэтому эти
вирулентные  гены  отсутствуют  у  большинства  нетифоидных  сероваров
Salmonella [83]. 

Кишечник  содержит высокоразнообразное  микробное  сообщество,  которое
влияет на питание, физиологию и иммунную систему хозяина [84, 85]. Состав
микробиоты кишечника остаётся относительно стабильным у здоровых людей
на протяжении всей их жизни [86]. 

В ЕС систематически тестируют продукты из птицы на наличие сероваров S.
enterica subsp.  enterica серовары  Typhimurium и  Enteritidis [87,  88].  Для
обнаружения Salmonella в пищевых образцах в целом могут использоваться как
молекулярные  тесты,  так  и  традиционные  методы  культивирования.
Мультиплексный  количественный  ПЦР  (qPCR)  доказал  свою  эффективность
как быстрый,  простой в  выполнении и  чувствительный молекулярный метод
для  обнаружения  видов  Salmonella  и  различных  сероваров  Salmonella  [89].
Скрининг  обогащенных  образцов  с  помощью  qPCR  позволяет  в  течение  24
часов определить, является ли обогащение положительным или отрицательным
на Salmonella, в то время как метод культивирования требует больше времени и
труда,  требуя  дополнительных  24  часов  для  получения  результата.  Раннее
обнаружение  положительных  на  Salmonella  образцов  с  помощью  qPCR
способствует  более  раннему  вмешательству  и  предотвращению дальнейшего
распространения загрязненных пищевых продуктов на рынке по сравнению с
методами культивирования.

Мультиплексный  ПЦР  можно  использовать  для  первичного  скрининга
обогащенных  образцов  из  различных  матриц  и  для  подтверждения
подозреваемых  изолятов  Salmonella.  Метод  мультиплексного  ПЦР  был
валидирован путем определения эффективности ПЦР, относительной точности
и  селективности.  Кроме  того,  уровень  обнаружения  (LOD)  мультиплексного
ПЦР  был  сравнен  с  уровнем  обнаружения  двух  методов  культивирования
Salmonella;  это  метод  ISO  для  обнаружения  Salmonella  [90]  и
модифицированный  метод  ISO  на  модифицированной  полутвердой  среде



Раппапорта-Вассилиадиса  (MSRV),  далее  именуемый  как  метод  MSRV [91].
Тестируемые матрицы включали птицу, фарш, яйца, травы/специи, порошковое
молоко,  рыбу,  корм  для  животных,  носки  с  куриными  фекалиями,  мазки  с
мусором и куриный пух. Эти матрицы были выбраны по двум причинам. 

Во-первых,  выбранные матрицы известны как  релевантные источники для
появления и роста Salmonella [92]. 

Во-вторых,  стандарт  ISO 16140–2:2016  [93]  указывает  общий  принцип  и
технический протокол для валидации альтернативных методов микробиологии
в пищевой цепочке.  Рекомендуется выбирать  матрицы как минимум из  пяти
категорий  продуктов  питания,  чтобы  метод  мог  применяться  к  широкому
спектру продуктов.  Выбирая образцы кормов,  образцы окружающей среды и
образцы  с  этапов  первичного  производства,  применение  этого  метода
расширяется. 



2 Материалы и методы исследования

Объект исследования. Бактерии рода Salmonella окружающей среды. 
Предмет  исследования:  Процесс  адаптации  бактерий  рода  Salmonella в

окружающей среде.

2.1 Материалы исследования

Материалы исследования: 
-  оборудование  и  приборы  (автоклав,  термостат,  микроскоп,  весы

аналитические), лабораторная стеклянная посуда (чашки Петри, колбы);
- отобранные для исследования пробы почв.

2.2 Методы исследования

2.2.1 Расчетные методы исследования
Методы  исследования основаны  на  применении  методов  математического

моделирования (глава  3.1),  отбора  проб  и  микробиологии,  в  частности,
выделение  бактерий  рода  Salmonella из  почвы,  культивирование,
микроскопирование, изучение культуральных свойств (глава 3.2). 

Формулы  и  уравнения,  использованные  в  решении  поставленных  задач,
приведены ниже:

Формула нелинейной множественной корреляции [94]:

R=√1− (N−1)×∑ (У э−У m)
2

(N−K−1)×∑ (У э−У ср )
2

   (1)
Обозначения: 
N – число описываемых точек, 
K – число действующих на бактерии рода Salmonella факторов окружающей

среды, 
Уэ – экспериментальный результат, 
Уm – теоретический (расчетный) результат, 
Уср – среднее экспериментальное значение.
Величина значима, если выполняется условие:

tR=
R×√N−K−1

1−R2
>2

         (2)
N = 5, K = 1.
Подбор  аппроксимирующей  функции  основан  на  применении  метода

наименьших квадратов. 
Уравнение прямой линии:
Y=a+b×X .            (3)



b=
n∑ XY−∑ X∑Y

n∑ X2−(∑ X )2 ,
a=∑ Y−b∑ X

n            (4, 5)
После  определения  значимости  частных  функций  выводится  обобщенное

уравнение Уоб:

У об=
У 1×У 2×.. . .У п

У ср
п−1

            (6)    
Обозначения: 
У1, У2, У3, …Уп – частные функции, 
Уср – общее среднее всех учитываемых значений обобщенной функции.

2.2.2 Микробиологические методы исследования
Исследования включали следующие этапы работ [95]:
1 Отбор проб почвы методом конверта.
2 Подготовительный этап работы складывался из таких процедур, как:
- подготовка лабораторной посуды (колб, чашек Петри, микропипеток и др.) и

их стерилизация, приборов (весы аналитические, микроскоп бинокулярный) и
оборудования (термостат);

-  подготовка  питательной  среды  XLD-агар  по  инструкции  от  завода
изготовителя, стерилизация;

-  розлив  питательной  среды  на  чашки  Петри  (происходит  затвердевание
среды в процессе остывания).

3  Подготовка  отобранных  проб  почв  и  проведение  метода  предельного
разведения.

4 Посев инокулята на твердую питательную среду осуществляли в боксе в
стерильных условиях.

5 Культивирование в термостате при температуре 370С в течение 24 ч.
После посева образцы с питательной средой в чашках Петри переворачивали

и помещали в термостат для дальнейшего роста и развития колоний  бактерий
рода Salmonella.

6 Изучение культуральных свойств бактерий рода Salmonella, выращенных на
твердой питательной среде.



3 Результаты исследования

Род  бактерий  Salmonella,  как  колонизаторы  желудочно-кишечного  тракта
животных  и  человека,  являются  зоонозной  бактерией  из  семейства
Enterobacteriaceae со способностями распространяться по пищевой цепи через
объекты окружающей среды, т.е. через почву, воду, флору и фауну, в частности,
через корм к животным и далее к человеку. Поэтому инфекция сальмонеллы, а
также  множественная  лекарственная  устойчивость  у  изолятов  сальмонелл,
представляет  глобальную  проблему  для  общественного  здравоохранения.
Поэтому  для  предотвращения  заражения  человека  сальмонеллой  требуются
проводить эпидемиологический надзор, профилактику и контроль в том числе и
объектов окружающей среды.

3.1  Моделирование  факторов,  влияющих  на  выживаемость  бактерий
рода Salmonella в окружающей среде

Задача.  Изучить  методом  математического  моделирования  особенности
культуральных  условий  почв,  способствующих  процессам  выживаемости
сальмонелл в условиях окружающей среды

Сальмонеллы  широко  распространены  в  природной  среде  поэтому
представляет научный интерес вопрос по изучению методом математического
моделирования  факторов,  оптимально  в  комплексе  влияющих  на  процесс
выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды, в частности, когда
культуральным условием служит почва, как аналог твердой питательной среды
в лаборатории. Известно, что сальмонеллы имеют широкий круг хозяев (среди
животных как хладнокровные, так и теплокровные) и оптимальными условиями
культивирования для них являются: температура 37 0С, рН 6,5-7,5 [96, 97].

В  данном  разделе  методом  математического  моделирования  рассчитаны
оптимальные  особенности  культуральных  условий  почв,  способствующих
процессам выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды.

В расчетных исследованиях были рассмотрены количественные (влажность,
температура,  рН,  интенсивность  дыхания)  факторы,  свойственные  почве  и
влияющие на процесс выживания сальмонелл в условиях окружающей среды
(таблица 1):

1 Влажность почвы: 20, 30, 40, 50, 60 %
2 Температура: 10, 15, 20, 25, 30 0С.
3 рН: 5; 6; 7; 8; 9
4 Интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час: 0,8; 1,8;

2,8; 3,8; 4,8.
 



Таблица 3.1 – Область факторного пространства 

Факторы Уровни факторов
      1       2       3        4 5

Х1 -Влажность, % 20 30 40 50 60
Х2 – температура, 0С 10 15 20 25 30
Х3– рН 5 6 7 8 9
Х4 – Интенсивность дыхания почвы,
мл О2 на 1 кг сухой почвы за час

0,8 1,8 2,8 3,8 4,8

Как  видим  из  таблицы  1,  род  Salmonella обитая  в  окружающей  среде
способен выживать в суровых условиях несколько лет [98] благодаря высокой
физиологической  пластичности  и  способности  адаптироваться  к  различным
культуральным нишам (вода, почва) [99].

 
Таблица 3.2 – Четырёхфакторная матрица планирования эксперимента 

№
опыта

Четырехфакторная матрица планирования эксперимента

%
Х1 Х2 Х3 Х4

Уро
вень

Зна
чение

Уро
вень

Зна
чение

Уро
вень

Зна
чение

Уро
вень

Зна
чение

1 1 20 1 10 5 9 4 3,8 33,4
2 1 20 2 15 4 8 5 4,8 5
3 1 20 3 20 2 6 1 0,8 4
4 1 20 4 25 3 7 2 1,8 33,4
5 1 20 5 30 1 5 3 2,8 66,7
6 2 30 1 10 5 9 4 3,8 3
7 2 30 2 15 4 8 5 4,8 33,4
8 2 30 3 20 2 6 1 0,8 33,4
9 2 30 4 25 3 7 2 1,8 33,4
10 2 30 5 30 1 5 3 2,8 1
11 3 40 1 10 5 9 4 3,8 66,7
12 3 40 2 15 4 8 5 4,8 66,7
13 3 40 3 20 2 6 1 0,8 0
14 3 40 4 25 3 7 2 1,8 33,4
15 3 40 5 30 1 5 3 2,8 12
16 4 50 1 10 5 9 4 3,8 33,4
17 4 50 2 15 4 8 5 4,8 21
18 4 50 3 20 2 6 1 0,8 33,4
19 4 50 4 25 3 7 2 1,8 100
20 4 50 5 30 1 5 3 2,8 14
21 5 60 1 10 5 9 4 3,8 33,4
22 5 60 2 15 4 8 5 4,8 66,7
23 5 60 3 20 2 6 1 0,8 33,4
24 5 60 4 25 3 7 2 1,8 1
25 5 60 5 30 1 5 3 2,8 33,4



Таблица 3.3 – Расчет экспериментальных значений частных функций 

№ фактора Уровень Среднее
значение1 2 3 4 5

Х1 28,5 20,84 35,76 40,36 33,58 31,808
X2 33,98 38,56 20,84 40,24 25,42 31,808
X3 25,42 20,84 40,24 38,56 33,98 31,808
X4 20,84 40,24 25,42 33,98 38,56 31,808

Таблица 3.4 - Расчетные значения исследуемых функций

№ опыта Х1 Х2

X Y X2 XY X Y X2 XY
1 20 28,5 400 570 10 33,98 100 339,8
2 30 20,84 900 625,2 15 38,56 225 578,4
3 40 35,76 1600 1430,4 20 20,84 400 416,8
4 50 40,36 2500 2018 25 40,24 625 1006
5 60 33,58 3600 2014,8 30 25,42 900 762,6
Σ 200 159,04 9000 6658,4 100 159,04 2250 3103,6

Продолжение табл.3.4

№ опыта Х3 Х4
X Y X2 XY X Y X2 XY

1 5 25,42 25 127,1 0,8 20,84 0,64 16,672
2 6 20,84 36 125,04 1,8 40,24 3,24 72,432
3 7 40,24 49 281,68 2,8 25,42 784 71,176
4 8 38,56 64 308,48 3,8 33,98 14,44 129,124
5 9 33,98 81 305,82 4,8 38,56 23,04 185,088
Σ 35 159,04 255 1148,12 14 159,04 825,36 474,492

Таблица 3.5 - Аппроксимация исследуемых функций

Формулы Х1 Х2 Х3 Х4

b=
n∑ XY−∑ X∑Y

n∑ X2−(∑ X )2 0,2968 -0,3088 -1,742 0,0371171

a=∑ Y−b∑ X
n

19,936 37,984 44,002 31,70407212

Y=a+b×X 79,296 7,104 -16,968 32,22371152
Теоретические значения частных функций:

Yn1=a+b ∙ Xn1 25,872 34,896 35,292 31,734
Yn2=a+b ∙ Xn2 28,84 33,352 33,55 31,771
Yn3=a+b ∙ Xn3 31,808 31,808 31,808 31,808
Yn4=a+b ∙ Xn4 34,776 30,264 30,066 31,845
Yn5=a+b ∙ Xn5 37,744 28,72 28,324 31,882

Методом  математического  моделирования  определяем  особенности
культуральных  условий  почв,  способствующих  процессам  выживаемости



сальмонелл  в  условиях  окружающей  среды.  Для  этого  изучаем  выборку  на
точечные графики. 

Проводим вычисления  по  изучению влияния  исследуемых в  эксперименте
факторов Х1 – Х4:

Рисунок 1 - Зависимость (экспериментальные значения частных функций)
фактора  Х1 (влажность  почвы,  %)  и  процента  выживаемости  сальмонелл  в
условиях почвы окружающей среды
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Рисунок 2 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора Х1

(влажность почвы, %) и процента выживаемости сальмонелл в условиях почвы
окружающей среды



Как видно из рисунков 1 (экспериментальные значения частных функций) и 2
(расчетные значения  частных  функций),  зависимость  фактора  Х1 (влажность
почвы,  %)  и  выживаемости  сальмонелл  (%)  в  условиях  почвы окружающей
среды показало, что чем выше влажность почвы до определенного предела, в
нашем случае 37,744 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 30
%.  Тогда  как  в  экспериментальных  условиях,  процент  приживляемости
возрастал до 60 %. Это объясняется тем, что пробы почв были отобраны на
территории  промышленной  зоны  –  техногенной  площадки  временного
содержания помета птиц.     
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Рисунок  3  -  Зависимость  (экспериментальные значения  частных функций)
фактора Х2 (температура, 0С) и процента выживаемости сальмонелл в условиях
почвы окружающей среды
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Рисунок 4 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора
Х2 (температура,  0С) и процента выживаемости сальмонелл в условиях почвы
окружающей среды



   Как видно из рисунков 3 (экспериментальные значения частных функций) и 4
(расчетные значения частных функций), зависимость фактора Х2 (температура,
0С)  и  выживаемости  сальмонелл  (%)  в  условиях  почвы  окружающей  среды
показало, что чем ниже температура почвы до определенного предела, в нашем
случае 28,72 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 30% такой
же и в экспериментальных условиях.

Рисунок  5  -  Зависимость  (экспериментальные значения  частных функций)
фактора  Х3 (рН)  и  процента  выживаемости  сальмонелл  в  условиях  почвы
окружающей среды

Рисунок 6 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора
Х3 (рН) и процента выживаемости сальмонелл в условиях почвы окружающей
среды

Как видно из рисунков 5 (экспериментальные значения частных функций) и 6
(расчетные  значения  частных  функций),  зависимость  фактора  Х3 (рН)  и
выживаемости сальмонелл (%) в условиях почвы окружающей среды показало,
что чем ниже pH почвы до определенного предела, в нашем случае 28,324 %,



тем  выше  процент  сохранности  сальмонелл  в  почве,  35  %.  Тогда  как  в
экспериментальных условиях, процент приживляемости возрастал до 40 %. 

Рисунок 7 - Зависимость (экспериментальные значения частных функций)
фактора Х4 (интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час) и
процента выживаемости сальмонелл в условиях почвы окружающей среды

Рисунок 8 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора
Х4 (интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час) и процента
выживаемости сальмонелл в условиях почвы окружающей среды

Как видно из рисунков 7 (экспериментальные значения частных функций) и 8
(расчетные  значения  частных  функций),  зависимость  фактора  Х4 (рН)  и
выживаемости сальмонелл (%) в условиях почвы окружающей среды показало,



что чем выше Интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час
почвы до определенного предела, в нашем случае 31,882

 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 32 %. Тогда как в
экспериментальных условиях, процент приживляемости возрастал до 40 %

3.2  Выделение  сальмонеллы  из  почвы  методом  микробиологии  и
изучение их культурных свойств на твердой питательной среде 

Выделенные  бактерии  рода  сальмонеллы  были  выращены  на  твердой
питательной среде XLD агар (рисунок 9).

Рисунок 9 – Рост бактерий рода сальмонелл на твердой питательной среде 

Как  видно  из  рисунка  9,  культурные  свойства  сальмонелл  через  24  ч
культивирования показали следующие результаты:

1) хорошо растут на простых питательных и желчесодержащих средах;
2) на плотных средах образуют колонии в R-форме и S-форме;
3) колонии средних размеров, полупрозрачные с черным центром.



Заключение и выводы

Инфекция  сальмонеллы  представляет  глобальную  проблему  для
общественного  здравоохранения.  Поэтому  для  предотвращения  заражения
человека  сальмонеллой  требуется  проводить  эпидемиологический  надзор,
профилактику и контроль в том числе и объектов окружающей среды.

 
Выводы:

1 Изучена биология и особенности распространения сальмонелл по пищевой
цепи.

2  Методом  математического  моделирования  изучены  особенности
культуральных  условий  почв,  способствующих  процессам  выживаемости
сальмонелл в условиях окружающей среды.

3  Выделены  бактерии  рода  Salmonella из  объектов  окружающей  среды,  в
частности, из почвы и изучены культуральные свойства, т.е. особенности роста
сальмонелл на питательной среде.
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АННОТАЦИЯ
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Цель. Изучение культуральных свойств Salmonella, выделенных из объектов окружающей среды.

Задачи:

1 Изучение биологии и особенностей распространения сальмонелл по пищевой цепи.




Задача решена благодаря теоретическим исследованиям. Всего исследовано и проанализировано 99 источников научной литературы.

2 Изучение методом математического моделирования особенностей культуральных условий почв, способствующих процессам 
выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды.

Задача решена с применением метода математического моделирования.

3 Выделение бактерий рода Salmonella из объектов окружающей среды и изучение особенностей роста сальмонелл на питательной 
среде.

Задача решена с применением методов классической микробиологии.


АҢДАТПА


Дипломдық жұмыс 36 бет машинкамен терілген мәтінді қамтиды, кіріспеден (1 бет), үш тараудан - әдебиеттерге шолу (9 бет), зерттеу 
материалдары мен әдістері (2 бет), зерттеу нәтижелері (8 бет), қорытынды және тұжырымдардан (1 бет), сондай-ақ библиографиялық 
көрсеткіштен (7 бет) тұрады. Дипломдық жұмыста 5 кесте және 9 сурет көрсетілген, библиографиялық көрсеткіште 99 ғылыми әдебиет 
көзі бар.

Мақсаты: Қоршаған орта объектілерінен бөлінген Salmonella-ның мәдени қасиеттерін зерттеу.

Міндеттері:

1.	 Азық-түлік тізбегіндегі Salmonella-ның биологиясы мен таралу ерекшеліктерін зерттеу.

Бұл міндет теориялық зерттеулер арқылы шешілді. Барлығы 99 ғылыми әдебиет көзі зерттеліп, талданды.

2.	 Қоршаған орта жағдайында Salmonella-ның өмір сүруіне ықпал ететін топырақтың мәдени жағдайларын математикалық модельдеу 
әдісімен зерттеу.

Бұл міндет математикалық модельдеу әдісін қолдану арқылы шешілді.

3.	 Қоршаған орта объектілерінен Salmonella бактерияларын бөліп алу және олардың қоректік ортада өсу ерекшеліктерін зерттеу.

Бұл міндет классикалық микробиология әдістерін қолдану арқылы шешілді.

SUMMARY


Thesis consists of 36 pages of typed text, including an introduction (1 page), three chapters - a literature review (9 pages), materials and 
methods of research (2 pages), research results (8 pages), a conclusion and findings (1 page), and a bibliography (7 pages). The thesis 
contains 5 tables and 9 figures, and the bibliography includes 99 sources of scientific literature.

Objective: To study the cultural properties of Salmonella isolated from environmental objects.

Tasks:

1.	 Study of the biology and distribution characteristics of Salmonella along the food chain.

This task was accomplished through theoretical research. A total of 99 sources of scientific literature were studied and analyzed.

2.	 Study of the soil culture conditions conducive to Salmonella survival in the environment using mathematical modeling.

This task was accomplished using the method of mathematical modeling.

3.	 Isolation of Salmonella bacteria from environmental objects and study of the growth characteristics of Salmonella on nutrient media.

This task was accomplished using classical microbiology methods.
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ВВЕДЕНИЕ


Актуальность. Изучение процессов распространения сальмонеллеза, как инфекционного заболевания пищевой цепи, имеет ключевое 
значение для предотвращения их передачи из окружающей среды на пищевые продукты и далее к человеку. Поэтому изучение 
культуральных свойств бактерий рода Salmonella, выделенных из объектов окружающей среды актуально и направлено на изучение 
особенностей их устойчивости и выживаемости. 

Цель. Изучение культуральных свойств Salmonella, выделенных из объектов окружающей среды.

Задачи:

1 Изучение биологии и особенностей распространения сальмонелл по пищевой цепи.

Задача решена благодаря теоретическим исследованиям. Всего исследовано и проанализировано 99 источников научной литературы.

2 Изучение методом математического моделирования особенностей культуральных условий почв, способствующих процессам 
выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды.

Задача решена с применением метода математического моделирования.

3 Выделение бактерий рода Salmonella из объектов окружающей среды и изучение особенностей роста сальмонелл на питательной 
среде.




Задача решена с применением методов классической микробиологии.

Новизна исследований. Новизной исследования является то, что сальмонеллы выделены из локальных условий объектов окружающей 
среды - почв г. Алматы.

Научная и практическая значимость. Научная значимость исследований определяется тем, что соискателем изучены культуральные 
свойства бактерий рода Salmonella, выделенные из почвы, что позволило освоить вопросы, касающиеся биобезопасности. 
Практическая значимость определяется тем, что соискателем изучены и закреплены микробиологические методы исследования, такие 
как, метод отбора проб почвы, метод предельного разведения, метод посева культура на твердые питательные среды, метод 
культивирования, метод окрашивания по Граму, метод микроскопирования.

Дипломная работа выполнена на 36 стр. машинописного текста, содержит введение (1 стр.), три главы - обзор литературы (9 стр.), 
материал и методы исследования (2 стр.), результаты исследования (8 стр.), заключение и выводы (1 стр.), библиографический 
указатель литературы (7 стр.). В дипломной работе отражены 5 таблиц и 9 рисунков, библиографический указатель включает 99 
источников научной литературы. 


1 Обзор литературы


1.1 Биология бактерий рода сальмонелл


Сальмонелла является ведущей причиной болезней пищевого происхождения во всем мире, которые поражают желудочно-кишечный 
тракт и вызывают диарею, тошноту и судороги у людей [1] Заболевания, передаваемые через пищу, представляют серьезную проблему 
общественного здоровья по всему миру. Согласно отчету Всемирной организации здравоохранения, каждый десятый человек 
заболевает после употребления загрязненной пищи, приводя к 420 000 смертей ежегодно [2] Основываясь на различиях в анализе 
последовательностей их 16S рРНК, род сальмонеллы делится на два таксономических вида, включая Salmonella enterica и Salmonella 
bongori. [3]. Большинство изолятов, вызывающих заболевания у людей и животных, принадлежат к S. enterica. Этот вид дополнительно 
делится на более чем 2600 сероваров, способных вызывать заболевания у людей и животных. [4]. Их резервуаром служит желудочно-
кишечный тракт широкого круга домашних и диких животных, обладающих способностью расти и размножаться при различных 
условиях окружающей среды вне организма-хозяина. 

Сальмонеллы это грамотрицательные жгутиковые факультативно анаэробные бациллы, обладающие тремя основными антигенами: H 
или жгутиковым антигеном (может встречаться в одной или обеих двух формах, называемых фазой 1 и фазой 2; организмы имеют 
тенденцию переходить от одной фазы к другой); О или соматический антиген (встречаются на поверхности внешней мембраны и 
определяются специфическими последовательностями сахаров на поверхности клетки); и антиген Vi (имеется лишь у нескольких 
сероваров; представляет собой поверхностный антиген, лежащий над антигеном O; он присутствует в нескольких сероварах, наиболее 
важным из которых является S typhi) [1, 5]. 

Антигенный анализ сальмонелл с использованием специфических антисывороток имеет клинические и эпидемиологические 
преимущества. Определение антигенной структуры позволяет клинически идентифицировать микроорганизмы и отнести их к одной из 
девяти серогрупп (АИ), каждая из которых содержит множество сероваров. H-антиген также представляет собой полезный 
эпидемиологический инструмент, с помощью которого можно определить источник инфекции и способ ее распространения. Клеточная 
оболочка сальмонелл содержит сложную липополисахаридную (ЛПС) структуру, которая [1-5]: 

1) высвобождается при лизисе клетки и, в некоторой степени, во время культивирования; 

2) может действовать как эндотоксин и может иметь важное значение для определения вирулентности микроорганизмов; 

3) состоит из трех компонентов: внешней О-полисахаридной оболочки, средней части (R-ядра) и внутренней липидной А-оболочки; 
4) важна по нескольким причинам: 

а) природа повторяющихся сахарных единиц во внешних цепях О-полисахарида отвечает за специфичность О-антигена (помогает 
определить вирулентность организма);

б) антитела, направленные против R-ядра (общего энтеробактериального антигена), могут защищать от заражения широким спектром 
грамотрицательных бактерий, имеющих общую структуру ядра, или могут смягчать их летальные эффекты;

в) эндотоксиновый компонент клеточной стенки может играть важную роль в патогенезе многих клинических проявлений 
грамотрицательных инфекций (эндотоксины вызывают лихорадку, активируют сывороточную систему комплемента, кининовую и 
свертывающую системы, угнетают функцию миокарда и изменяют функцию лимфоцитов, ответственен за многие проявления 
септического шока, которые могут возникнуть при системных инфекциях) [5].


1.2 Особенности распространения бактерий рода сальмонелл в окружающей среде


В последние годы бытовые отходы, собираемые на свалках, и связанные с этим опасности стали одной из самых серьёзных проблем 
современной цивилизации. Эти отходы почти всегда рассматриваются как значительная угроза для растительного и животного мира, а 
также для здоровья человека, независимо от их происхождения, свойств и полезности, включая экологическую [6]. Они являются 
потенциальным источником инфекционного материала, и их накопление на свалке представляет серьёзный источник загрязнения 
окружающей среды [7]. Было показано, что по микробиологическому загрязнению бытовые отходы мало отличаются от осадков 
сточных вод в реальных условиях, присутствующих на свалке. В обоих типах отходов обнаруживаются патогенные бактерии, включая 
оппортунистические патогены. Многие виды бактерий из родов, таких как Salmonella, Klebsiella, Herellea, Acinetobacter, Moraxella, 
Pasteurella, Bacillus, Streptococcus, Staphylococcus, Mycobacterium, Aerococcus, Nocardia и Stenotrophomonas, выделяются из этих 
отходов [8]. Это указывает не только на значительное количество микроорганизмов, присутствующих в материале, собранном на 
свалке, но и на их большое таксономическое разнообразие [9]. Также существуют бактерии фекального происхождения, 
колонизирующие пищеварительную систему человека и животных, и после их выхода из организма они могут рассматриваться как 
индикаторы гигиенического состояния окружающей среды [10]. При оценке санитарного и гигиенического качества почвы очевидно, что 
исследование для выявления всех патогенных и потенциально инфекционных организмов, которые могут попасть в почву с отходов, 
невозможно из-за высокой стоимости и трудоёмкости анализа. Действующие нормативные рекомендации в Польше предусматривают 
микробиологические испытания почвы на наличие палочек Salmonella spp. [11]. Бактерии рода Salmonella играют особую роль и могут 



рассматриваться как модели для других патогенных микроорганизмов. Эти бактерии могут находиться в навозе человека и животных и 
являются причиной опасных кишечных заболеваний. При внесении в почву в качестве компонента отходов или удобрений они 
являются значительным источником инфекций почвенного происхождения, как непосредственно, так и косвенно, через кормление 
загрязнёнными растениями [12]. Как кишечные бактерии, Salmonella является аллохтонным родом для почвенной среды и хорошим 
индикатором свежего загрязнения навозом. Однако до сих пор существует ограниченное знание о биотических и абиотических 
факторах, влияющих на устойчивость Salmonella spp. в почве, включая сельскохозяйственные угодья [12]. Недавно Jechalke и др. [13] 
обнаружили, что в глинистой почве, удобренной органическим удобрением, продолжительность устойчивости Salmonella enterica 
увеличивается, а её выживание также зависит от видов растений, растущих в почве. В свою очередь, обработка почвы осадками 
сточных вод значительно снижала количество культивируемых Salmonella Typhimurium LT2, которые, предположительно, переходили в 
состояние жизнеспособных, но некультивируемых (VBNC) [14]. Поскольку Salmonella spp. и другие патогены человека из семейства 
Enterobacteriaceae могут адаптироваться к экологическим местообитаниям, не теряя своей вирулентности, повышается вероятность их 
воздействия и передачи людям, работающим или живущим в загрязнённой зоне [15]. Salmonella Typhi и S. Paratyphi - это 
специфические для человека грамотрицательные бактериальные патогены, которые являются основными возбудителями брюшного 
тифа и паратифа соответственно. Оба патогена ограничены человеком (то есть, у них нет известных животных резервуаров) и 
передаются от человека к человеку через фекально-оральный путь путем употребления загрязненной пищи или воды, либо через 
контакт с фекалиями от остро или хронически инфицированных лиц [16]. Salmonella Typhi представляет значительную угрозу для 
здоровья человека в различных частях мира, особенно в развивающихся странах, где практикуется открытая дефекация [17], где сбор 
и утилизация фекальных масс неэффективны или используются в сельском хозяйстве [18], и где отсутствует доступ к безопасной воде 
[19]. 

Текущая оценка бремени болезни является довольно неточной, так как часто сообщаемые данные основаны на случаях, требующих 
госпитализации, но у большинства пациентов не развиваются тяжелые симптомы, и они лечатся местными врачами или остаются без 
лечения [20]. Знание и признание бремени болезни имеет решающее значение для принятия обоснованных решений в области 
общественного здравоохранения, таких как вакцинные стратегии, распределение ресурсов и мониторинг эффективности вмешательств 
[21]. Однако, поскольку бремя брюшного тифа значительно варьируется по времени и пространству (то есть, заболеваемость может 
варьироваться в пределах одного города или географической области), локализованные данные клинического наблюдения могут быть 
сложно экстраполировать [21]. 

Лечение сальмонеллеза у людей и животных обычно основано на антибиотиках [22]. Антибиотики широкого спектра действия обычно 
используются для лечения высоко восприимчивых людей с клиническими осложнениями [23]. Антибиотики хлорамфеникол и 
триметоприм / сульфаметоксазол впервые были использованы для лечения сальмонеллеза [24]. В настоящее время хинолоны 
третьего поколения, такие как фторхинолоны, включая ципрофлоксацин и офлоксацин, являются препаратами выбора для лечения 
сальмонеллезной инфекции у пациентов с ослабленным иммунитетом [25]. Из-за растущей устойчивости бактерий к фторхинолонам 
цефалоспорины, такие как цефтриаксон, и макролиды, такие как азитромицин, используются в качестве эмпирического лечения для 
контроля инфекций сальмонеллы [26]. Как и антибиотики, вакцины также используются для предотвращения и контроля инфекций 
сальмонеллы у людей и животных [27]. Существует две вакцины против сальмонеллы, одобренные  Управлением по санитарному 
надзору за качеством пищевых продуктов и медикаментов  (FDA): живая аттенуированная пероральная вакцина Ty21a и 
внутримышечная полисахаридная капсульная вакцина Vi, тогда как несколько других вакцин, таких как вакцина на основе ГММА, 
гликоконъюгированная вакцина, О-антиген гликоконъюгированные вакцины и новые аттенуированные вакцины все еще находятся в 
разработке [28]. Эффективность вакцин против сальмонеллы ограничивается различными факторами, такими как наличие 
бессимптомных носителей, что затрудняет разработку вакцин, сложные механизмы уклонения от иммунитета и наличие разнообразных 
серотипов [29]. В настоящее время доступные вакцины против брюшного тифа обеспечивают лишь умеренную и кратковременную 
защиту человека [30]. Кроме того, серотипы сальмонелл сильно варьируют, со значительным генетическим разнообразием внутри и 
между хозяевами, что усложняет усилия по контролю над патогеном [31]. Серовары сальмонелл классифицируются на 
брюшнотифозные и не тифоидные (НТС) в зависимости от их способности развивать специфическую патогенность у человека и 
животных [32]. К брюшнотифозным сероварам, вызывающим брюшной тиф и паратиф у человека, относятся S. Typhi, S.Paratyphi A, B, 
C и S. Sendai [33]. Эти серовары очень специфичны для хозяина и передаются только от инфицированных хозяев или носителей через 
загрязненную пищу и воду [34]. Тифоидный сальмонеллез характеризуется высокой смертностью и низкой заболеваемостью [35]. 
Однако НТС включает более 2000 серотипов, среди которых преимущественно S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.Newport и S. Heidelberg, 
и может инфицировать как человека, так и животных [36]. Некоторые серовары NTS, такие как фаг S. Typhimurium типа, S. Gallinarum и 
S. Pullorum преимущественно инфицирует голубей, овец, свиней, водоплавающих птиц и домашнюю птицу соответственно, тогда как S. 
Дублин и С. Холерой поражаются преимущественно крупный рогатый скот и свиньи [37]. Более того, NTS может легко адаптироваться к 
широкому кругу хозяев и быстро распространяться от инфицированных хозяев при употреблении зараженной пищи и воды [38]. 
Инвазивные нетифоидные сальмонеллы [iNTS] более вирулентны, чем другие типы, не относящиеся к iNTS; однако большинство 
сероваров iNTS подобны сероварам, не относящимся к iNTS, с точки зрения типа заболевания, восприимчивости к группе высокого 
риска и других характеристик, таких как развитие множественной лекарственной устойчивости [39]. Способность сальмонеллы 
адаптироваться к окружающей среде хозяина и вызывать клинические симптомы у конкретного хозяина зависит от таких факторов, как 
дозировка заражающих бактерий, вовлеченный вид хозяина, возраст хозяина и его иммунный статус [40]. Например, серовар 
S.Choleraesuis является сероваром, адаптированным к свиньям, и он вызывает у свиней наиболее тяжелые заболевания по сравнению 
с людьми [41]. Некоторые серотипы, такие как S. энтерикасеровар Typhimurium внесен в список прототипов серотипа широкого круга 
хозяев, который может инфицировать людей, домашний скот, домашнюю птицу, лошадей, свиней, голубей, грызунов и птиц [38]. Другие 
серовары, такие как S. enterica можно классифицировать как универсальные, адаптированные к хозяину или ограниченные хозяином 
[42]. Они разработали механизмы выживания внутри хозяина, избегая при этом иммунных ответов за счет колонизации 
нефагоцитарных клеток [43]. Например, S. Typhi распространяется из желудочно-кишечного тракта в ретикулоэндотелиальную систему. 
Более того, он обычно колонизирует поверхность желчных камней при диссеминации [44]. Примерно 1-6% людей, инфицированных 
Salmonella Typhi, не проявляют клинических симптомов после первичного заражения, но становятся бессимптомными и хроническими 
бактерионосителями [45]. И наоборот, патогенез сероваров-хозяев-генералистов часто приводит к гастроэнтериту, и выделение 
сальмонеллы происходит в течение очень короткого времени [46]. Из-за их ограниченной способности к долговременному выделению 
продолжительность жизни NTS-хозяина-универсала в большей степени зависит от их способности выживать в окружающей среде [47]. 



Поскольку считается, что виды сальмонелл являются частью нормальной микробиоты кишечника или желчного пузыря животных, эти 
животные также могут играть роль в косвенной или прямой передаче возбудителя человеку [48]. 

Источники инфекции сальмонеллы включают:

1 Птицу и продукты из птицы, которые считаются основным источником инфекции сальмонеллы у людей [49]. Заражение мяса обычно 
происходит в результате неправильного обращения с инфицированными органами, такими как кишечник и печень, во время обработки 
туш [50]. Было исследовано заражение сальмонеллой в 44 бройлерных фермах и 51 ферме-несушке, где сальмонеллы были 
обнаружены в 41,3% бройлерных птичников, а почти 50% идентифицированных штаммов были способны продуцировать биопленку 
[51]. В США предыдущий отчет показал, что распространенность серовара S. Enteritidis в куриных продуктах выросла с 0,45% до 1,5% 
за период 10 лет (2002-2012 гг.). Это означает, что мясо птицы является одним из существенных факторов риска. для заражения 
человека [52]. Замороженные сырые куриные продукты в панировке (FRBCP) также были признаны фактором риска сальмонеллы в 
Канаде и США [53]. Из списка из 18 источников пищи яйца и яичные продукты были наиболее частыми источниками вспышек 
сальмонеллеза [54]. 

2 Мясной фарш: CDC провел опрос населения, который показал, что 82,2% американцев потребляют говядину еженедельно, причем 
67% явно предпочитают говяжий фарш [55]. Было установлено, что курица, свинья и говядина ответственны за 34, 25 и 16% вспышек 
сальмонеллы соответственно [56], а 10% сальмонеллеза человека связано с потреблением говядины в США [55]. Недавняя вспышка 
сальмонеллеза привела к более чем 400 зарегистрированным инфекциям, из которых более 100 человек потребовали госпитализации. 
Вспышка была связана с устойчивым к антибиотикам (AMR) штаммом S. Ньюпорте, который был связан с потреблением говяжьего 
фарша в 30 различных штатах [57]. 

3 Домашние животные могут загрязнять окружающую среду и передавать инфекцию другим животным, производящим пищу, 
спорадически выделяя бактерии со своими фекалиями [58]. Домашние животные, такие как собаки, питающиеся сырой пищей, с 
большей вероятностью являются носителями сероваров сальмонеллы, таких как S. Typhimurium, S.Heidelberg и S. Kentucky. Более того, 
вероятность заражения сальмонеллой выделение вируса было примерно в 23 раза выше у собак на сыроедении, чем у собак на 
коммерческом рационе [59]. Более того, исследование «случай-контроль» сальмонеллеза у детей в Мичигане показало, что контакт с 
кошками является одним из основных факторов риска заражения сальмонеллой [60]. 

4 Дикие животные, включая кабанов и диких свиней, играют решающую роль в передаче сальмонеллы как домашним животным, так и 
людям во всем мире [61]. Сальмонеллу часто выявляют у различных диких млекопитающих, таких как опоссумы, еноты, лисы, норки, 
тигры, пумы, тюлени, белохвостые олени и киты, а также у диких птиц [61]. Домашние животные заражаются при контакте с 
зараженными фекалиями диких животных и птиц [62]. У людей передача обычно происходит либо при прямом контакте с зараженными 
фекалиями инфицированных животных, либо при употреблении зараженного мяса диких птиц и других диких животных, таких как олени 
или кабаны [63]. Было проведено несколько исследований для определения распространенности сальмонеллы у диких животных. 
Например, Каммингс и др. обнаружили, что из 442 образцов фекалий, полученных от диких свиней в 50 округах Техаса, США, 43% дали 
положительный результат на сальмонеллу. Среди этих образцов наиболее распространенными были серовары S. Монтевидео (10%), 
С. Ньюпорт (9,1%) и С. Дайте (8,2%) [64]. Аналогично, Молино и др. продемонстрировали, что при анализе образцов тканей 1041 
дикого кабана из центрально-западной Испании 7,7% были положительными на сальмонеллу, а S.Newport был наиболее 
распространенным сероваром [65]. Аналогичным образом, из 225 образцов фекалий, собранных у содержащихся в неволе диких и 
экзотических животных, включая жирафов, журавлей и енотов из Огайо, США, 24,9% ( n = 56) были положительными на сальмонеллу , 
а наиболее распространенные серовары включали S. Typhimurium (64,3%) , S. Ньюпорт (32,1%) и С. Гейдельберг (5,3%) [66]. 

5 Насекомые также являются одним из переносчиков сальмонеллы на фермах. Исследования показали, что комнатные и свалочные 
мухи, а именно Musca Domestica и Hydrotaea aenescens, могут переносить S. Enteritidis, S. Серотипы Heidelberg и S. Infantis [67]. 
Аналогично, было обнаружено, что личинки и взрослые особи мелких мучных червей (Alphitobiusdiaperinus) являются носителями AMR 
S. Enteritidis и передают инфекции на фермах [68]. Кроме того, 15 различных серотипов, включая S. Anatum, S. Choleraesuis var. 
Кунцендорф и С. Дерби, были обнаружены у обыкновенных комнатных мух (Musca Domestica) на свиноферме [69]. Более того, 13 из 
этих серотипов были обнаружены в образцах фекалий свиней, причем S. Анатум и С. Дерби является преобладающим [70]. 

6 Грызуны, такие как домашние мыши, являются одним из значительных источников инфекции на фермах. Сообщалось, что домовая 
мышь (Mus musculus) играет решающую роль в передаче инфекции Salmonella Enteritidis среди сельскохозяйственных животных [71]. 
Кроме того, такие виды, как крышная крыса (Rattus rattus), также являются известными источниками S. Enteritidis инфекции [72]. 
Различные исследования показали, что R. rattus, R. norvegicus и M. musculus Domesticus являются источниками нескольких серотипов 
сальмонеллы на птицеводческих и свинофермах [72]. Аналогично, CDC определяет другие виды-хозяева, такие как рептилии и 
амфибии, как хозяев, которые могут содержать сальмонеллу и передавать инфекцию людям и сельскохозяйственным животным [73]. 
Кроме того, способность сальмонеллы образовывать биопленки, позволяющая ей прикрепляться к различным поверхностям 
окружающей среды, овощам, фруктам и скорлупе куриных яиц, а также к поверхностям, находящимся вблизи жилых помещений 
животных, таким как мешки для пылесоса, стоки раковин и т.д. дверные ручки в домах способствуют дальнейшей передаче бактерий 
хозяевам-млекопитающим [74]. Другие источники, такие как вода, загрязненные полы, тележки, использование загрязненной воды для 
орошения сельскохозяйственных культур или прямой контакт с фекалиями животных, несущих сальмонеллу,также могут передавать 
инфекцию человеку [75]. Передача серотипов сальмонеллы часто значительно различается между популяциями людей и животных в 
одном и том же географическом регионе [76]. Различные серотипы сальмонелл обладают разной способностью вызывать заболевания 
у человека [77]. Однако передача инфекций сальмонеллы может происходить при прямом или косвенном контакте дома, в больнице 
или на ферме; однако большинство заболеваний, связанных с сальмонеллой, которые ежегодно возникают во всем мире, имеют 
пищевое происхождение [78]. Передача сальмонеллы может происходить при прямом контакте при прямом употреблении зараженной 
фекалиями пищи или воды [79]. Вертикальная передача обычно происходит у птиц и рептилий, когда бактерии из женских половых 
путей получают доступ к яйцам [80]. Внедрение возбудителя зависит от толщины и проницаемости яичной скорлупы, причем яичная 
скорлупа рептилий более тонкая и проницаемая, чем у птиц [81], тогда как непрямая передача происходит, когда бактерии передаются 
через промежуточные объекты, такие как загрязненная посуда и живые или неодушевленные векторы [82].


1.3 Методика микробиологических исследований при работе с сальмонеллами


S. enterica - это высоко разнообразный грамотрицательный бактериальный вид, который можно разделить на тифоидные и не 



тифоидные серовары Salmonella. Тифоидные серовары Salmonella имеют общие вирулентные свойства, приобретённые в результате 
конвергентной эволюции, поэтому эти вирулентные гены отсутствуют у большинства нетифоидных сероваров Salmonella [83]. 
Кишечник содержит высокоразнообразное микробное сообщество, которое влияет на питание, физиологию и иммунную систему 
хозяина [84, 85]. Состав микробиоты кишечника остаётся относительно стабильным у здоровых людей на протяжении всей их жизни 
[86]. 

В ЕС систематически тестируют продукты из птицы на наличие сероваров S. enterica subsp. enterica серовары Typhimurium и Enteritidis 
[87, 88]. Для обнаружения Salmonella в пищевых образцах в целом могут использоваться как молекулярные тесты, так и традиционные 
методы культивирования. Мультиплексный количественный ПЦР (qPCR) доказал свою эффективность как быстрый, простой в 
выполнении и чувствительный молекулярный метод для обнаружения видов Salmonella и различных сероваров Salmonella [89]. 
Скрининг обогащенных образцов с помощью qPCR позволяет в течение 24 часов определить, является ли обогащение положительным 
или отрицательным на Salmonella, в то время как метод культивирования требует больше времени и труда, требуя дополнительных 24 
часов для получения результата. Раннее обнаружение положительных на Salmonella образцов с помощью qPCR способствует более 
раннему вмешательству и предотвращению дальнейшего распространения загрязненных пищевых продуктов на рынке по сравнению с 
методами культивирования.

Мультиплексный ПЦР можно использовать для первичного скрининга обогащенных образцов из различных матриц и для 
подтверждения подозреваемых изолятов Salmonella. Метод мультиплексного ПЦР был валидирован путем определения 
эффективности ПЦР, относительной точности и селективности. Кроме того, уровень обнаружения (LOD) мультиплексного ПЦР был 
сравнен с уровнем обнаружения двух методов культивирования Salmonella; это метод ISO для обнаружения Salmonella [90] и 
модифицированный метод ISO на модифицированной полутвердой среде Раппапорта-Вассилиадиса (MSRV), далее именуемый как 
метод MSRV [91]. Тестируемые матрицы включали птицу, фарш, яйца, травы/специи, порошковое молоко, рыбу, корм для животных, 
носки с куриными фекалиями, мазки с мусором и куриный пух. Эти матрицы были выбраны по двум причинам. 

Во-первых, выбранные матрицы известны как релевантные источники для появления и роста Salmonella [92]. 

Во-вторых, стандарт ISO 16140-2:2016 [93] указывает общий принцип и технический протокол для валидации альтернативных методов 
микробиологии в пищевой цепочке. Рекомендуется выбирать матрицы как минимум из пяти категорий продуктов питания, чтобы метод 
мог применяться к широкому спектру продуктов. Выбирая образцы кормов, образцы окружающей среды и образцы с этапов первичного 
производства, применение этого метода расширяется. 


2 Материалы и методы исследования


Объект исследования. Бактерии рода Salmonella окружающей среды. 

Предмет исследования: Процесс адаптации бактерий рода Salmonella в окружающей среде.


2.1 Материалы исследования


Материалы исследования: 

- оборудование и приборы (автоклав, термостат, микроскоп, весы аналитические), лабораторная стеклянная посуда (чашки Петри, 
колбы);

- отобранные для исследования пробы почв.


2.2 Методы исследования


2.2.1 Расчетные методы исследования

Методы исследования основаны на применении методов математического моделирования (глава 3.1), отбора проб и микробиологии, в 
частности, выделение бактерий рода Salmonella из почвы, культивирование, микроскопирование, изучение культуральных свойств 
(глава 3.2). 

 Формулы и уравнения, использованные в решении поставленных задач, приведены  ниже: 

Формула  нелинейной множественной корреляции   [94]:

	 	 	  	   ( 1) 

Обозначения: 

 N - число описываемых точек, K - число действующих   на бактерии рода Salmonella  факторов  окружающей среды, 

 Уэ - экспериментальный результат, У m - теоретический (расчетный) результат, 

Уср - среднее экспериментальное значение.

Величина значима, если выполняется условие:

	 	      	 	    	  (2) 

N = 5, K = 1.

 Подбор аппроксимирующей функции основан на  применении метода  наименьших  квадратов.  

Уравнение  прямой линии: (3) , (4, 5)  После  определения  значимости частных функций   выводится обобщенное уравнение Уоб:

 	 	 	 	 	            (6)    

Обозначения: 

 У1, У2, У3, ...Уп - частные функции, 

Уср - общее среднее всех учитываемых значений обобщенной функции. 


2.2.2 Микробиологические методы исследования

Исследования включали следующие этапы работ [95]:

1 Отбор проб почвы методом конверта.

2 Подготовительный этап работы складывался из таких процедур, как:

- подготовка лабораторной посуды (колб, чашек Петри, микропипеток и др.) и их стерилизация, приборов (весы аналитические, 



микроскоп бинокулярный) и оборудования (термостат);

- подготовка питательной среды XLD-агар по инструкции от завода изготовителя, стерилизация;

- розлив питательной среды на чашки Петри (происходит затвердевание среды в процессе остывания).

3 Подготовка отобранных проб почв и проведение метода предельного разведения.

4 Посев инокулята на твердую питательную среду осуществляли в боксе в стерильных условиях.

5 Культивирование в термостате при температуре 370С в течение 24 ч.

После посева образцы с питательной средой в чашках Петри переворачивали и помещали в термостат для дальнейшего роста и 
развития колоний бактерий рода Salmonella.

6 Изучение культуральных свойств бактерий рода Salmonella, выращенных на твердой питательной среде.


3 Результаты исследования


Род бактерий Salmonella, как колонизаторы желудочно-кишечного тракта животных и человека, являются зоонозной бактерией из 
семейства Enterobacteriaceae со способностями распространяться по пищевой цепи через объекты окружающей среды, т.е. через 
почву, воду, флору и фауну, в частности, через корм к животным и далее к человеку. Поэтому инфекция сальмонеллы, а также 
множественная лекарственная устойчивость у изолятов сальмонелл, представляет глобальную проблему для общественного 
здравоохранения. Поэтому для предотвращения заражения человека сальмонеллой требуются проводить эпидемиологический надзор, 
профилактику и контроль в том числе и объектов окружающей среды.


3.1 Моделирование факторов, влияющих на выживаемость бактерий рода Salmonella в окружающей среде


Задача. Изучить методом математического моделирования особенности культуральных условий почв, способствующих процессам 
выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды

Сальмонеллы широко распространены в природной среде поэтому представляет научный интерес вопрос по изучению методом 
математического моделирования факторов, оптимально в комплексе влияющих на процесс выживаемости сальмонелл в условиях 
окружающей среды, в частности, когда культуральным условием служит почва, как аналог твердой питательной среды в лаборатории. 
Известно, что сальмонеллы имеют широкий круг хозяев (среди животных как хладнокровные, так и теплокровные) и оптимальными 
условиями культивирования для них являются: температура 37 0С, рН 6,5-7,5 [96, 97].

В данном разделе методом математического моделирования рассчитаны оптимальные особенности культуральных условий почв, 
способствующих процессам выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды.

В расчетных исследованиях были рассмотрены количественные (влажность, температура, рН, интенсивность дыхания) факторы, 
свойственные почве и влияющие на процесс выживания сальмонелл в условиях окружающей среды (таблица 1):

1 Влажность почвы:  20, 30, 40, 50, 60  %

2 Температура:  10, 15, 20, 25, 30 0С. 

 3  рН:  5; 6; 7; 8;  9 

 4  Интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час: 0,8; 1,8; 2,8; 3,8; 4,8.


 Таблица  3.1 -  Область факторного пространства Факторы Уровни факторов 1 2 3 4 5 Х1   -Влажность, % 	 20	 30	 40	 50	 60

Х2 - температура, 0С 	  10	 15	 20	 25	 30

Х 3- рН	 5	 6	 7	 8	 9

Х4 - Интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час	 0,8	 1,8	 2,8	 3,8	 4,8


Как видим из таблицы 1, род Salmonella обитая в окружающей среде способен выживать в суровых условиях несколько лет [98] 
благодаря высокой физиологической пластичности и способности адаптироваться к различным культуральным нишам (вода, почва) 
[99].


 Таблица  3.2 - Четырёхфакторная  матрица планирования эксперимента No  опыта 	 Четырехфакторная  матрица планирования  
эксперимента 	 	 %

	  Х1 Х2 Х3  Х4 	 

	  Уро	вень 	 Зна	 чение	  Уро	вень 	 Зна	 чение	  Уро	вень 	 Зна	 чение	  Уро вень  	 Зна	 чение	 

1	 1	 20	 1	 10	 5	 9	 4	 3,8	 33,4

2	 1	 20	 2	 15	 4	 8	 5	 4,8	 5

3	 1	 20	 3	 20	 2	 6	 1	 0,8	 4

4	 1	 20	 4	 25	 3	 7	 2	 1,8	 33,4

5	 1	 20	 5	 30	 1	 5	 3	 2,8	 66,7

6	 2	 30	 1	 10	 5	 9	 4	 3,8	 3

7	 2	 30	 2	 15	 4	 8	 5	 4,8	 33,4

8	 2	 30	 3	 20	 2	 6	 1	 0,8	 33,4

9	 2	 30	 4	 25	 3	 7	 2	 1,8	 33,4

10	 2	 30	 5	 30	 1	 5	 3	 2,8	 1

11	 3	 40	 1	 10	 5	 9	 4	 3,8	 66,7

12	 3	 40	 2	 15	 4	 8	 5	 4,8	 66,7

13	 3	 40	 3	 20	 2	 6	 1	 0,8	 0

14	 3	 40	 4	 25	 3	 7	 2	 1,8	 33,4

15	 3	 40	 5	 30	 1	 5	 3	 2,8	 12

16	 4	 50	 1	 10	 5	 9	 4	 3,8	 33,4

17	 4	 50	 2	 15	 4	 8	 5	 4,8	 21




18	 4	 50	 3	 20	 2	 6	 1	 0,8	 33,4

19	 4	 50	 4	 25	 3	 7	 2	 1,8	 100

20	 4	 50	 5	 30	 1	 5	 3	 2,8	 14

21	 5	 60	 1	 10	 5	 9	 4	 3,8	 33,4

22	 5	 60	 2	 15	 4	 8	 5	 4,8	 66,7

23	 5	 60	 3	 20	 2	 6	 1	 0,8	 33,4

24	 5	 60	 4	 25	 3	 7	 2	 1,8	 1

 25  5 	 60	  5 	 30	  1 	  5 	  3 	 2,8	 33,4


 Таблица  3.3 -  Расчет экспериментальных значений частных функций No фактора Уровень Среднее значение 1 2 3 4 5 Х1  	
28,5	20,84	 35,76	 40,36	 33,58	 31,808

X2	 33,98	 38,56	 20,84	 40,24	 25,42	 31,808

X3	 25,42	 20,84	 40,24	 38,56	 33,98	 31,808

X4	 20,84	 40,24	 25,42	 33,98	 38,56	 31,808


 Таблица  3.4 -  Расчетные значения   исследуемых функций No опыта Х1 Х2 X Y X2 XY X Y X2 XY  

1	 20	 28,5	400	 570	 10	 33,98	 100	 339,8

2	 30	 20,84	 900	 625,2	 15	 38,56	 225	 578,4

3	 40	 35,76	 1600	 1430,4	 20	 20,84	 400	 416,8

4	 50	 40,36	 2500	 2018	 25	 40,24	 625	 1006

5	 60	 33,58	 3600	 2014,8	 30	 25,42	 900	 762,6

Σ	 200	 159,04	 9000	 6658,4	 100	 159,04	 2250	 3103,6


Продолжение табл.3.4


 No опыта Х3  Х4 

	  X Y X2 XY X Y X2 XY  

1	 5	 25,42	 25	 127,1	 0,8	 20,84	 0,64	16,672

2	 6	 20,84	 36	 125,04	 1,8	 40,24	 3,24	72,432

3	 7	 40,24	 49	 281,68	 2,8	 25,42	 784	 71,176

4	 8	 38,56	 64	 308,48	 3,8	 33,98	 14,44	 129,124

5	 9	 33,98	 81	 305,82	 4,8	 38,56	 23,04	 185,088

Σ	 35	 159,04	 255	 1148,12	 14	 159,04	 825,36	 474,492


Таблица 3.5 - Аппроксимация исследуемых функций


 Формулы	 Х1	 Х2	 Х3	 Х4 

	 0,2968	 -0,3088	 -1,742	 0,0371171

	 19,936	 37,984	 44,002	 31,70407212

	 79,296	 7,104	 -16,968	 32,22371152

 Теоретические значения частных функций:

Yn1=a+b ∙ Xn1 	 25,872	 34,896	 35,292	 31,734

 Yn2=a+b ∙ Xn2 	 28,84	 33,352	 33,55	 31,771

 Yn3=a+b ∙ Xn3 	 31,808	 31,808	 31,808	 31,808

 Yn4=a+b ∙ Xn4 	 34,776	 30,264	 30,066	 31,845

 Yn5=a+b ∙ Xn5 	 37,744	 28,72	 28,324	 31,882


Методом математического моделирования определяем особенности культуральных условий почв, способствующих процессам 
выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды. Для этого изучаем выборку на точечные графики. 

Проводим вычисления по изучению влияния исследуемых в эксперименте факторов Х1 - Х4:


Рисунок 1 - Зависимость (экспериментальные значения частных функций) фактора Х1 (влажность почвы, %) и процента выживаемости 
сальмонелл в условиях почвы окружающей среды


Рисунок 2 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора Х1 (влажность почвы, %) и процента выживаемости 
сальмонелл в условиях почвы окружающей среды

Как видно из рисунков 1 (экспериментальные значения частных функций) и 2 (расчетные значения частных функций), зависимость 
фактора Х1 (влажность почвы, %) и выживаемости сальмонелл (%) в условиях почвы окружающей среды показало, что чем выше 
влажность почвы до определенного предела, в нашем случае 37,744 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 30 %. 
Тогда как в экспериментальных условиях, процент приживляемости возрастал до 60 %. Это объясняется тем, что пробы почв были 
отобраны на территории промышленной зоны - техногенной площадки временного содержания помета птиц.     


Рисунок 3 - Зависимость (экспериментальные значения частных функций) фактора Х2 (температура, 0С) и процента выживаемости 
сальмонелл в условиях почвы окружающей среды


Рисунок 4 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора Х2 (температура, 0С) и процента выживаемости сальмонелл 
в условиях почвы окружающей среды




   Как видно из рисунков 3 (экспериментальные значения частных функций) и 4 (расчетные значения частных функций), зависимость 
фактора Х2 (температура, 0С) и выживаемости сальмонелл (%) в условиях почвы окружающей среды показало, что чем ниже 
температура почвы до определенного предела, в нашем случае 28,72 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 30% 
такой же и в экспериментальных условиях.


Рисунок 5 - Зависимость (экспериментальные значения частных функций) фактора Х3 (рН) и процента выживаемости сальмонелл в 
условиях почвы окружающей среды


Рисунок 6 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора Х3 (рН) и процента выживаемости сальмонелл в условиях 
почвы окружающей среды


Как видно из рисунков 5 (экспериментальные значения частных функций) и 6 (расчетные значения частных функций), зависимость 
фактора Х3 (рН) и выживаемости сальмонелл (%) в условиях почвы окружающей среды показало, что чем ниже pH почвы до 
определенного предела, в нашем случае 28,324 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 35 %. Тогда как в 
экспериментальных условиях, процент приживляемости возрастал до 40 %. 


Рисунок 7 - Зависимость (экспериментальные значения частных функций) фактора Х4 (интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг 
сухой почвы за час) и процента выживаемости сальмонелл в условиях почвы окружающей среды


Рисунок 8 - Зависимость (расчетные значения частных функций) фактора Х4 (интенсивность дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы 
за час) и процента выживаемости сальмонелл в условиях почвы окружающей среды


Как видно из рисунков 7 (экспериментальные значения частных функций) и 8 (расчетные значения частных функций), зависимость 
фактора Х4 (рН) и выживаемости сальмонелл (%) в условиях почвы окружающей среды показало, что чем выше Интенсивность 
дыхания почвы, мл О2 на 1 кг сухой почвы за час почвы до определенного предела, в нашем случае 31,882

 %, тем выше процент сохранности сальмонелл в почве, 32 %. Тогда как в экспериментальных условиях, процент приживляемости 
возрастал до 40 %


3.2 Выделение сальмонеллы из почвы методом микробиологии и изучение их культурных свойств на твердой питательной среде 


Выделенные бактерии рода сальмонеллы были выращены на твердой питательной среде XLD агар (рисунок 9).


Рисунок 9 - Рост бактерий рода сальмонелл на твердой питательной среде 


Как видно из рисунка 9, культурные свойства сальмонелл через 24 ч культивирования показали следующие результаты:

1) хорошо растут на простых питательных и желчесодержащих средах;

2) на плотных средах образуют колонии в R-форме и S-форме;

3) колонии средних размеров, полупрозрачные с черным центром.


Заключение и выводы


Инфекция сальмонеллы представляет глобальную проблему для общественного здравоохранения. Поэтому для предотвращения 
заражения человека сальмонеллой требуется проводить эпидемиологический надзор, профилактику и контроль в том числе и объектов 
окружающей среды.


Выводы:


1 Изучена биология и особенности распространения сальмонелл по пищевой цепи.

2 Методом математического моделирования изучены особенности культуральных условий почв, способствующих процессам 
выживаемости сальмонелл в условиях окружающей среды.

3 Выделены бактерии рода Salmonella из объектов окружающей среды, в частности, из почвы и изучены культуральные свойства, т.е. 
особенности роста сальмонелл на питательной среде.

 



