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угроза совершения актов биотерроризма с при-
менением патогенных биологических агентов (пба) 
остается важной проблемой мирового сообщества 
[9, 12, 13, 29]. одной из главных задач биомонито-
ринга объектов окружающей среды в зонах возмож-
ного возникновения чрезвычайных ситуаций (чс), а 
также в местах проведения массовых мероприятий 
является обнаружение веществ белковой природы, 
что определяет необходимость разработки экспрес-
сных методов индикации и создания на их основе со-
временных технических средств для своевременного 
обеспечения санитарно-гигиенических и противо-
эпидемических мероприятий. первоочередной зада-

чей в таких ситуациях является проведение неспеци-
фической индикации с целью обнаружения факта 
применения пба в пробах без определения видовой 
принадлежности возбудителя. в данном обзоре нами 
представлен анализ современных методов и средств, 
а также состояние вопросов неспецифической инди-
кации пба в объектах окружающей среды. 

в настоящее время для неспецифической ин-
дикации микроорганизмов в объектах окружающей 
среды нашли применение методы, направленные на 
выявление биологических молекул, характерных для 
бактерий (белки и нуклеиновые кислоты), и опреде-
ление ферментативной активности (рис. 1).
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к средствам неспецифического обнаружения 
микроорганизмов по наличию белкового фона от-
носят полевые переносные комплекты для определе-
ния спецпримесей в пробах (ксп-11) и комплекты 
средств для анализа проб (ксап) из объектов окру-
жающей среды (почва, растительность, вода, смывы 
с техники и т.п.), производство Фгуп «госниибп», 
рФ. основной задачей использования комплектов 
является быстрое, в течение 10–15 мин, выявление 
в пробах веществ белковой природы и установление 
принадлежности микроорганизмов к вирусной, рик-
кетсиозной и бактериальной (вегетативная форма) 
группам.

обнаружение в пробах белковых веществ с ис-
пользованием комплекта ксп-11 осуществляется 
по результатам проведения десяти параллельных 
тестов. в основу принципа действия данного ком-
плекта положены капельный метод с использовани-
ем качественных колориметрических реакций и не-
фелометрический тест. аналитический сигнал при 
этом регистрируется визуально, а положительный 
результат свидетельствует о наличии белка в иссле-
дуемой пробе. время подготовки комплекта к работе 
составляет 15–20 мин, время анализа не превышает 
3–5 мин при температуре окружающей среды от 15 
до 35 °с и относительной влажности от 45 до 75 %. 
запас реактивов в комплекте ксп-11 обеспечивает 
проведение анализа 50 проб.

комплект ксап предназначается для обнару-
жения и дифференциации биологических агентов 
(с отнесением обнаруживаемых микроорганизмов 
к вирусной, риккетсиозной и бактериальной (веге-
тативная форма) группам) в анализируемых пробах 
по комплексу характерных аналитических эффектов 
(развивающихся окрасок) в тестах. тест-системы, 
входящие в состав ксап, основаны на постановке 
капельных колориметрических реакций с использо-
ванием модифицированных подложек для хромато-
графического анализа. время подготовки комплекта 
к работе не превышает 20 мин, время анализа одной 
пробы – не более 5 мин при температуре окружаю-
щей среды от -20 до 30 °с и относительной влажно-
сти от 45 до 90 %. запас реактивов в комплекте обе-
спечивает проведение анализа 40 проб. 

среди зарубежных аналогов средств неспеци-
фической индикации, основанных на выявлении 
белка с помощью колориметрического метода ана-

лиза, можно выделить тест-набор The Indipro Test 
Kits (Macherey-Nagel Gmbh & Co. KG., германия), 
предназначенный для контроля обсемененности по-
верхностей и инструментов предприятий пищевой 
промышленности и исследования подозрительных 
порошков, а также тест-набор The BioCheck® Powder 
Screening Kits (20/20 GeneSystems Inc., сШа), при-
меняемый для определения белка в нативных пробах 
(кроме проб почвы).

стандартный протокол проведения анализа с 
помощью The Indipro Test Kit включает смачивание 
тест-полоски раствором «indipro-1» с последующим 
нанесением смыва с исследуемой поверхности, затем 
тест-полоска обрабатывается путем прямого нанесе-
ния одной капли раствора «indipro-2». изменение 
цвета от желтого до зеленого свидетельствует о при-
сутствии белка в пробе. при проведении анализа с 
использованием The BioCheck® Powder Screening Kit 
образец отбирается тампоном, помещается в пробир-
ку, содержащую тестовый раствор, и инкубируется в 
течение 5 мин. при содержании в исследуемой про-
бе белка, жидкость в пробирке становится синей. в 
случае получения отрицательного результата прово-
дят дополнительный анализ, для чего контрольный 
тампон помещают в тестовую пробирку и, если на-
бор работает верно, раствор в ней становится синим. 
положительная детекция белка дает предваритель-
ный ответ о присутствии в пробе биологического 
агента или токсина.

для дистанционного мониторинга загрязнений 
окружающей среды аэрозолями, содержащими ве-
щества белковой природы, разработаны гибридные 
лидарные системы (биолидары), основанные на 
комплексном применении методов активной и пас-
сивной лазерной локации и регистрации изменения 
электромагнитного излучения при наличии в возду-
хе бактериальных клеток [14, 15]. примером гибрид-
ного лидара является многоволновой лидарный ком-
плекс (млк) (ооо «нпп «лазерные системы», рФ), 
дистанционно зондирующий атмосферу в диапазоне 
длин волн от ближнего ультрафиолетового (266 нм) 
до дальнего инфракрасного (11 мкм). рабочая высо-
та лидарного зондирования млк равна 15 км [1].

в ультрафиолетовом флуоресцентно-аэрозоль-
ном лидаре «Фаран-м1» (институт оптики атмос-
феры со ран, рФ) использована схема одновре-
менного наблюдения лидарных сигналов упругого 
рассеяния и флуоресценции при облучении среды на 
лазерных длинах волн 1064 и 266 нм соответствен-
но. сигнал в ик-канале формируется аэрозолями 
любой природы, а в уФ-канале – только биогенны-
ми аэрозолями, что позволяет лидару «Фаран-м1» 
детектировать аэрозоли биогенного происхождения 
в полевых условиях на фоне аэрозолей другой при-
роды. дальность действия уФ-канала лидара по био-
генным аэрозолям достигает 4 км, ик-канала по об-
лакам – превышает 50 км [8]. 

к недистанционным средствам обнаружения 
биоаэрозолей относят ультрафиолетовый аэродина-

рис. 1. принципы и методы проведения неспецифической инди-
кации 
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мический анализатор частиц различных размеров – 
спектрометр UV-APSтм (TSI Inc., сШа), способ-
ный измерять аэродинамический диаметр частиц 
с помощью двух гелий-неоновых лазеров с длиной 
волны 633 нм частиц в режиме реального времени. 
биологическая природа частиц устанавливается 
путем измерения эмиссионного флуоресцентного 
излучения в диапазоне 420–575 нм, возбуждаемого 
импульсным ультрафиолетовым лазером на длине 
волны 355 нм [22]. прибор позволяет определять 
характеристики частиц в диапазоне размеров от 0,5 
до 15 мкм. 

данный принцип реализован при разработ-
ке биодетекторов FLAPSтм-III (TSI Inc., сШа), 
IBACтм (FLIR Systems Inc., сШа), Vero Tect (BIRAL, 
великобритания) [25]. Флуоресцентная сенсорная 
система анализа аэрозольных частиц (FLAPS-III)TM 

модели 3317 измеряет интенсивность рассеянного 
света, интенсивность флуоресцентного эмиссион-
ного излучения на двух разных длинах волн (580 и 
430 нм) для аэрозольных частиц размером от 0,8 до 
10 мкм, позволяя дифференцировать биологические 
частицы от небиологических в реальном времени за 
несколько секунд [23]. сигналы флуоресценции и 
рассеяния света возбуждаются лазерным диодом на 
длине волны 405 нм. 

детектор IBAC предназначен для непрерывного 
мониторинга состояния воздуха в режиме реального 
времени и использует индуцированную лазером на 
длине волны 405 нм уФ-флуоресценцию, что позво-
ляет определять наличие в воздухе биологических ве-
ществ среди фоновых частиц [26]. апробированная 
в Vero Tect-биодетекторе технология Biral ASASтм 
(Aerosol Size And Shape) позволяет измерять фор-
му, размер, общую концентрацию частиц и возбуж-
даемое флуоресцентное излучение на длине волны 
280 нм с помощью двух каналов в диапазоне 330–
650 нм и 420–650 нм. 

важно отметить, что наличие в воздухе аэро-
золей, содержащих белковые контаминанты не-
микробной природы (ароматические углеводороды, 
пыльцу растений, споры грибов), может приводить 
к ложноположительным результатам. для исключе-
ния подобных ложных ответов и выявления только 
клеток микроорганизмов нашел применение метод 
спектроскопии в видимом диапазоне, основанный 
на определении маркера метаболической актив-
ности живых клеток – никотинамидадениндину-
клеотида (над) [24, 32]. однако, данный метод не 
позволяет обнаружить споры бактерий и токсины 
биологического происхождения, не обладающие 
метаболической активностью. для решения данной 
проблемы используется многоволновая спектро-
скопия в уФ, видимом и ближнем ик диапазоне 
(UV-VIS-NIR спектроскопия), которая регистриру-
ет наличие как белковых молекул в уФ диапазоне, 
так и маркеров метаболической активности (над, 
рибофлавина) в видимом диапазоне и рассеяния в 
ик диапазоне [21, 27]. 

для определения днк возбудителей разрабо-
таны тесты, основанные на связывании молекул 
днк с флуоресцентным красителем и определении 
флуоресценции с помощью флуориметра в течение 
5–10 мин. Флуориметрический метод заключается в 
возбуждении электронов в молекулах определяемого 
вещества при внешнем уФ-облучении и измерении 
интенсивности их фотолюминесценции [19]. для вы-
полнения данного анализа предложен комплект The 
Prime Alert® (GenPrime Inc., сШа) [28]. помимо де-
текции бактериальной днк на этапе неспецифиче-
ской индикации с помощью этого набора возможно 
определение токсинов: рицина, ботулотоксина а, 
стафилококкового энтеротоксина в (SEB) в одном 
картридже с помощью иммунохроматографии [4].

одним из явлений, сопровождающих химиче-
ские реакции в биологических системах, является 
хемилюминесценция (хл), которая заключается в 
эмиссии электромагнитного излучения в диапазоне 
видимого света [11]. поскольку собственное свече-
ние биологической пробы обладает низкой интен-
сивностью, то для его усиления используются хими-
ческие активаторы хл [2]. эти соединения вступают 
в химические реакции с активными формами кисло-
рода или органическими свободными радикалами, в 
ходе которых образуются молекулы, находящиеся в 
нестабильном возбужденном электронном состоя-
нии. при переходе их в обычное состояние проис-
ходит выброс фотонов и свечение. химические ак-
тиваторы хл, нашедшие наибольшее применение в 
аналитической практике – люминол, люцигетин, ла-
фин и силаксен [17]. существуют также физические 
активаторы хл, которые, не вступая в химические 
реакции и не оказывая влияния на их ход, способ-
ны многократно усиливать интенсивность хл [3]. 
в основе их действия лежит физический процесс 
переноса энергии с молекулы продукта хемилюми-
несцентной реакции на активатор. самым эффектив-
ным физическим активатором хл является произво-
дное кумарина C-525, способное усиливать свечение 
более чем в 1500 раз при добавлении к системе, где 
происходит реакция липидной пероксидации [3, 31].

на основе хемилюминесцентного люминольно-
го метода анализа отечественными специалистами 
разработан автоматический сигнализатор примесей 
(асп) (Фгуп «госниибп», рФ), предназначенный 
для обнаружения биологических средств в аэро-
зольном состоянии [6]. наличие биоаэрозоля в при-
земном слое атмосферы устанавливается в случае 
превышения амплитуды аналитического сигнала, 
регистрируемого фотоэлектронным умножителем 
в процессе протекания хемилюминесцентной лю-
минольной реакции, катализируемой аэрозольными 
частицами, обладающими пероксидазной активно-
стью. к недостаткам сигнализатора асп относятся 
ограниченный спектр обнаруживаемых биоаэрозо-
лей из-за низкого уровня пероксидазной активно-
сти или ее отсутствия у ряда биологических агентов 
(ба), ухудшение порога чувствительности при об-
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наружении биоаэрозоля в запыленной атмосфере, а 
также большой расход индикаторных средств (для 
непрерывной работы в течение 1 сут требуется 4 л 
индикаторного реактива). 

люминесцентный анализ успешно применен при 
разработке автоматических сигнализаторов асп-11, 
асп-12 (Фгуп «госниибп», рФ). принцип инди-
кации на основе регистрации собственной люми-
несценции аэрозоля получил применение при раз-
работке сигнализатора асп-11, а в приборе асп-12 
реализован люминесцентно-цитохимический метод 
анализа. 

в последней модификации прибора асп-13  
использован проточно-аэрозольно-цитохимический 
способ установления условной групповой при над-
лежности микроорганизмов (разделение на бактерии, 
отдельно вегетативная и споровая формы, риккетсии, 
ви русы, бактериальные токсины) за счет определения 
белков, лпс и нуклеиновых кислот путем внесения в 
аликвоты пробы люминесцентных маркеров, специ-
фичных для каждой группы компонентов, последую-
щим их диспергированием до аэрозоля и определения 
оптических параметров образовавшихся частиц. для 
связывания с белком предложено использовать 1,8-
анилино-нафталиносульфонат (1,8 анс), с лпс – 
2-[2-(4этоксифенил)6-бензимидазоил]-6-(4-метил-1-
пиперазинил)-бензимидазол (бисбензимид н 33342), 
с нуклеиновыми кислотами – 4-фенилпиро-(фуран-
2,1’-фталан)-3,3’-дион (флуорескамин, Фск), а ска-
нирование аэрозольных частиц осуществлять до на-
бора статистически значимого количества откликов, 
позволяющего рассчитать параметры эллипса рас-
сеяния с достоверностью не менее 0,95 (координаты 
центра рассеяния совокупности зарегистрированных 
откликов частиц mx и my, средние значения большой 
и малой осей эллипса рассеяния bx и by, а также угол 
ориентации большой оси эллипса рассеяния, отно-
сительно ординаты ϕ).

одной из разновидностей хемилюминесцент-
ной реакции является биолюминесценция [16]. 
выделение световой энергии излучения при био-
люминесценции происходит в результате окисле-
ния субстрата (люциферина) кислородом воздуха, 
катализируемого ферментами – люциферазой в 
присутствии внутриклеточного аденозинтрифосфа-
та (атФ) живых клеток. интенсивность свечения 
регистрируется люминометром и выражается в от-
носительных световых единицах – RLU (Relative 
Light Units). образование атФ характерно только 
для живых микробных клеток. чем больше содер-
жание бактерий в образце, тем выше интенсивность 
свечения за счет присутствия атФ микроорганиз-
мов. следует отметить, что явление бактериальной 
люминесценции нашло широкое применение для 
экологического мониторинга воды открытых водое-
мов, сточных вод и проб почвы на наличие органи-
ческих соединений, таких как фенол, бензол и др., 
а также солей тяжелых металлов. для проведения 
исследований предложено использовать биолюми-

несцирующие бактерии. в случае наличия в пробе 
вредных веществ в течение 5–30 мин происходит ги-
бель клеток и снижение уровня биолюминесценции, 
которое может быть измерено с помощью люмино-
метра [5]. в системе Microtox® (AquaTox Research 
Inc., сШа) [20] и LUMIStox (Hach Company, сШа) 
[33] в качестве индикаторного микроорганизма вы-
ступают лиофилизированные клетки Vibrio fischeri 
в концентрации 1∙106 м.к. отечественными исследо-
вателями предложены «микробиосенсор B17-677F» 
(институт биофизики со ран, рФ) на основе мор-
ских светящихся бактерий Photobacterium phospho-
reum, «микробиосенсор еск» на основе рекомби-
нантного штамма Escherichia coli Z905, несущего 
плазмиду с lux-опероном Photobacterium leiognathi, 
биосенсор «эколюм-8» на основе рекомбинантного 
штамма E. coli TG1 с клонированным lux-опероном 
Photorhabdus luminescens ZM1 [7, 10, 18]. получен 
положительный опыт по использованию данных 
микроорганизмов и биосенсоров при тестирова-
нии проб воды в различных городах российской 
Федерации и странах снг [16]. 

с целью возможности применения биолюминес-
ценции для выявления жизнеспособных бактериаль-
ных клеток корпорацией New Horizons Diagnostics, 
Inc. (сШа) разработана система PROFILE®-1 [30]. 
для проявления люминесценции в состав набора 
включен реагент люцеферин/люцефераза. помимо 
этого, для устранения неспецифического свечения 
атФ эукариотических клеток предусмотрен их ли-
зис с последующим удалением путем фильтрации. 
осуществление этапов концентрирования микроб-
ных клеток и удаления химических примесей пред-
усмотрено с использованием «filtravette», представ-
ляющих собой комбинации фильтра и кюветы, а ре-
гистрации люминесцентного сигнала – с помощью 
биомикролюминометра [30].

на основании проведенного анализа методов и 
средств неспецифической индикации представляет-
ся перспективным следующий алгоритм индикации 
патогенных биологических агентов при проведении 
мониторинга состояния окружающей среды в зо-
нах чс и в местах массовых мероприятий (рис. 2): 
1 – обнаружение в пробе белка с помощью лида-
ров («Фаран-м1») и автоматизированных и ручных 
биодетекторов (UV-APSтм, FLAPSтм-III, IBACтм, 
Vero Tect, асп, асп-11, асп-12, асп-13, ксп-11, 
ксап, The Indipro Test Kits, BioCheck®); 2 – под-
тверждение присутствия в пробе жизнеспособных 
форм микроорганизмов на основании определения 
ферментативной активности с помощью системы 
PROFILE-1®; 3 – направление проб, положитель-
ных по тесту ферментативной активности, для про-
ведения последующей специфической индикации с 
целью определения родовой и видовой принадлеж-
ности пба.

таким образом, в настоящее время предложен 
ряд методических приемов и средств для неспец-
ифической индикации патогенных биологических 
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агентов, которые, при комплексном использовании, 
позволят быстро определить факт наличия веществ 
белковой природы в пробах при мониторинге объек-
тов окружающей среды в зонах возможного возник-
новения чс и в местах проведения массовых меро-
приятий и отобрать образцы для последующего осу-
ществления специфической индикации патогенов.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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