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Микробное сообщество (Bacteria, Archaea, Fungi) исторической рукописи было исследовано с помо-
щью микроскопии (полевая эмиссионная сканирующая электронная микроскопия), культураль-
ных методов и секвенирования на платформе Illumina MiSeq. Была изучена продукция гидролити-
ческих ферментов (целлюлаз, амилаз и протеаз) выделенными штаммами. Микроскопия напылен-
ных золотом образцов бумаги выявила бактериальные клетки, конидии и мицелий грибов.
Выделенные 11 бактериальных штаммов (роды Bacillus, Streptomyces, Corynebacterium) и 4 штамма
грибов (роды Aspergillus и Alternaria) были идентифицированы с помощью сравнения последова-
тельностей генов 16S рРНК и ITS фрагментов с последовательностями из баз данных EzBioCloud и
MycoBank. Секвенирование на Illumina MiSeq выявило присутствие 20 родов бактерий, включая
Pseudomonas, Bacillus, Citrococcus, Promicromonospora, Carnobacterium, Arthrobacter, Salinibacterium и
Streptomyces. Pseudomonas лидировал по числу ридов (58%), а P. stutzeri был наиболее многочислен-
ным видом бактерий (55.2%). Данные по ампликонам грибов указывали на присутствие 62 родов, в
том числе Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Mucor и Chaetomium. Hаиболее многочисленными родами
были Penicillium (58.89%) и Aspergillus (33.02%), а P. polonicum (55.45%) и A. ruber (22.55%) были наи-
более многочисленными видами грибов. Попытки обнаружения архей с помощью культуральных
методов и высокопроизводительного секвенирования дали отрицательный результат. Анализ фер-
ментативной активности микробных изолятов выявил опасность биодеградации. Было показано,
что комбинация культуральных методов и высокопроизводительного секвенирования предпочти-
тельнее использования этих подходов по отдельности.

Ключевые слова: биодеградация, культивируемые микроорганизмы, секвенирование нового поко-
ления, Illumina MiSeq, ферментная активность, бумажные материалы
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Архивные и библиотечные ресурсы ‒ это цен-
ная часть культурного наследия, представляющая
различные аспекты культурной и общественной
жизни народа и его научные достижения в раз-
личные исторические периоды. Защита этих со-
кровищ ‒ важное и ответственное дело. Постоян-
ный мониторинг и контроль вредных факторов
являются важнейшими компонентами стратегии
хранения и помогают увеличить стабильность и
сохранность документальных памятников. Фак-
торы, разрушающие бумагу, можно разделить на
три группы: физические, химические и биологи-
ческие. Микроорганизмы играют ключевую роль
в разрушении библиотечных ресурсов. Таким об-

разом, описание разнообразия микробных сооб-
ществ ‒ важный шаг в разработке превентивных
стратегий сохранения и соответствующих восста-
новительных мер. Бумажные материалы, так же
как и другие объекты культурного наследия, мо-
гут быть заселены различными группами микро-
организмов. Большинство грибов и бактерий, за-
селяющих эти материалы, устойчивы к таким не-
благоприятным факторам окружающей среды,
как низкая влажность и могут разрушать органи-
ческие вещества, проявляя мощную фермента-
тивную активность (Savković et al., 2019). Биораз-
рушение, вызванное микроскопическими грибами
и бактериями, может проявляться, например, как
появление цветных пятен и снижение механиче-
ской прочности бумажных материалов (Gutarowska,
2016; Sequeira et al., 2019) вследствие синтеза пиг-
ментов микроорганизмами, а также взаимодей-

1 Дополнительная информация для этой статьи доступна
по doi 10.31857/S0026365622300115 для авторизованных
пользователей.
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ствия между секретируемыми ими веществами и
составляющими бумаги, образования биопленок
и разрушения органических соединений (Ster-
flinger, Pinzari, 2012).

Ранее состав микробных сообществ, связанных с
бумагой и объектами культурного наследия, изу-
чался с помощью микроскопии и культуральных
методов (Tarsitani et al., 2014). Культуральные мето-
ды ‒ золотой стандарт микробиологических ис-
следований ‒ позволяют изучить физиологические
и метаболические характеристики биодеструкторов.
Однако было показано, что этими методами вы-
является лишь небольшая доля (<1%) разнообра-
зия микробных сообществ архивных и библио-
течных материалов (Karakasidou et al., 2018). Они
могут идентифицировать только живые культи-
вируемые микроорганизмы. С другой стороны,
многие микроорганизмы, культивируемые in vitro,
растут медленно или требуют специальных сред
(Schabereiter-Gurtner et al., 2001; Duan et al., 2017).
В последние десятилетия для определения факто-
ров, разрушающих объекты культурного насле-
дия, стали применяться молекулярные методы на
основе ПЦР, такие как клонирование и секвени-
рование по Сэнгеру (технология первого поколе-
ния). В то же время, микробные сообщества не-
скольких объектов культурного наследия были
охарактеризованы с помощью методов ДНК фин-
герпринтинга, например, гель-электрофореза в
денатурирующем градиенте (Joseph, 2021). Боль-
шинство этих методов имеют недостатки, такие
как высокая стоимость, значительные затраты
времени и низкая производительность, и тоже
определяют только небольшую часть микробного
разнообразия естественных образцов (Otlewska
et al., 2014). К счастью, в последнее время, благо-
даря разработке технологий секвенирования но-
вого поколения (NGS), таких как платформа
Illumina, стало возможным осуществлять одно-
временно тысячи и миллионы реакций секвени-
рования в бесклеточных системах. В результате
микробные сообщества различных систем, в том
числе, объектов культурного наследия, можно
идентифицировать с более высокой эффективно-
стью при меньших затратах (Duan et al., 2017; Liu
et al., 2018; Zhang et al., 2019).

Манускрипт Al-adoviah al-Mufradah ‒ шедевр
фармакологии. Автором этого труда был врач и
фармацевт из Андалузии Абу Бакр Хамед Ибн Са-
маджун (XI в. н. э.). Составляя эту книгу, Ибн Са-
маджун с критической точки зрения представил
сведения о ряде лекарственных средств, разрабо-
танных его предшественниками и современника-
ми, и выразил собственные взгляды. В 1992 г.
Fuad Sezgin опубликовал все известные на тот мо-
мент разделы в виде четырех иллюстрированных
томов и в предисловии отметил, что часть ману-
скрипта, содержавшая введение и сведения о ле-
карствах на первых пять букв алфавита, была

утрачена. К счастью, усилиями экспертов Нацио-
нальной Библиотеки и Архивов Ирана (NLAI) эта
утраченная часть была обнаружена в личной биб-
лиотеке коллекционера из Табриза, и уникальное
медицинское собрание удалось восстановить. В
настоящее время манускрипт находится в храни-
лище редких книг NLAI.

В числе видимых повреждений структуры и
бумажных листов книги можно назвать обесцве-
чивание бумаги, фоксинг (красновато-коричне-
вые цветные пятна), расплывчатые коричневые и
серые пятна, хрупкость, ухудшение состояния
полей и переплета книги. Ввиду исторической
древности этого произведения и его длительного
хранения в неблагоприятных условиях окружаю-
щей среды, существовала возможность его биоло-
гического загрязнения и колонизации разрушаю-
щими микроорганизмами (рис. S1).

В данной работе ставились следующие задачи:
дать описание микробных сообществ (грибов, бак-
терий и архей), населяющих манускрипт, с помо-
щью культуральных методов и высокопроизводи-
тельного секвенирования ампликонов, оценить
продукцию гидролитических ферментов микроб-
ными изолятами, которые, вероятно, участвовали в
деградации органических соединений материала
рукописи, и идентифицировать микробные груп-
пы, присутствующие в хранилище редких книг, с
целью оценки потенциальных биологических
рисков для других объектов из бумаги.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Образцы. Манускрипт Al-adoviah al-Mufradah

хранится на компактных полках при температуре
23–25°C и относительной влажности 30–40% в
хранилище редких книг NLAI. Пробы для изуче-
ния культивируемых микроорганизмов были взя-
ты в десяти разных местах книги, каждая с пло-
щади примерно 1 см2 (общая площадь 10 см2), в
том числе четыре пробы с первой страницы
(FP1–FP4), одна проба с передней кромки (FE),
две пробы с внутренних страниц (IP1 и IP2) и три
пробы с последней страницы книги (EP1–EP3).
Пробы из этих областей были собраны с помо-
щью стерильных тампонов и сразу же использо-
ваны для биологической культуры (табл. S1 и S2).
Для метагеномного исследования пробы с этих
участков были отобраны повторно с помощью
стерильных тампонов и скальпелей. С учетом ис-
торической ценности книги и во избежание фи-
зических повреждений, было собрано минималь-
ное количество бумажных фрагментов, только с
полей и пустых страниц. Некоторые из этих бу-
мажных фрагментов были использованы для по-
левой эмиссионной сканирующей электронной
микроскопии (ПЭСЭМ). Поскольку материал
каждого отдельного фрагмента был непредстави-
телен для выделения ДНК, кусочки бумаги, полу-
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ченные с десяти участков, объединили в общий
образец. До момента выделения ДНК мазки и
фрагменты бумаги хранились при –20°C.

ПЭСЭМ. Фрагменты бумаги (диаметром при-
мерно 2–3 мм) помещали на предметное стекло
на двустороннюю углеродную клейкую ленту и
напыляли слоем золота толщиной примерно 15 нм в
устройстве для напыления Quorum Q150T ES. За-
тем образцы анализировали и фотографировали с
помощью ПЭСЭМ (Nova NanoFESEM 450) в ре-
жиме высокого вакуума при давлении в камере
0.10 мбар и напряжении 10 кВ, чтобы оценить их
возможную колонизацию микробными сообще-
ствами и физическую деформацию целлюлозных
волокон.

Измерение pH. pH бумаги определяли по мето-
ду, предложенному Strlič и соавт., с небольшими
изменениями (Strlič et al., 2004). На бумагу наносили
каплю дистиллированной воды и к влажной поверх-
ности аккуратно прижимали электрод с плоским на-
конечником (Metrohm 6, 0253, 100); значение pH
фиксировали через 30 с (когда оно стабилизирова-
лось) с помощью pH-метра Metrohm 691 (Швей-
цария). Окончательный результат определяли как
среднее значений, полученных в пяти различных
точках.

Культуральные методы. Мазки проб культиви-
ровали на среде SDA (Sabouraud Dextrose Agar,
“Merck”, Германия) для выделения грибов, на
средах R2A (Reasoner’s 2A agar, “Merck”) и TSA
(Tryptic Soy Agar, “Merck”) для выделения бакте-
рий и на среде MGM (Modified Growth Medium) с
общим содержанием солей 23% для выделения
осмофильных и галофильных архей (Nikou et al.,
2017). Среда MGM (23%) имела следующий со-
став (г л–1): NaCl, 184; MgCl2 · 6H2O, 23; MgSO4,
26.83; KCl, 7.76; NaBr, 0.61; пептон, 5.0; дрожже-
вой экстракт, 1.0, и агар, 18; pH доводили до 7.5 с
помощью Трис-HCl. Для выделения грибов и
бактерий чашки инкубировали 7 сут при 28°C, а
для выделения архей ‒ 21 сут при 37°C.

После очистки изолятов и их первичной иден-
тификации на основе морфологии колоний, дан-
ных микроскопии и биохимических тестов для
бактерий (в том числе на каталазу и оксидазу),
повторяющиеся штаммы были классифициро-
ваны и подсчитаны. Молекулярную идентифи-
кацию штаммов проводили путем амплифика-
циии и секвенирования бактериальных генов
16S рРНК и фрагментов ITS грибов. Геномную
ДНК изолятов выделяли с помощью специализи-
рованных наборов: Gram-positive bacteria mini-
prep genomic DNA extraction kit (Iranian Biological
Resource Center, IBRC) для бактерий и Plant Mini-
Prep genomic DNA Extraction Kit (IBRC) для гри-
бов, в соответствии с протоколом производителя.
Качество выделенной ДНК оценивали с помо-
щью электрофореза в 1% агарозном геле. Гены

16S рРНК изолятов бактерий амплифицировали с
помощью универсальных праймеров 27F и 1492R;
в изолятах грибов участок ITS амплифицировали
с праймерами ITS4 и ITS5. Последовательности
праймеров приведены в табл. S3. Реакционная
смесь имела следующий состав: 0.25 мкл Taq ДНК
полимеразы (1 ед./мкл), 2.5 мкл ПЦР буфера (1×),
1.5 мкл MgCl2 (2.5 мМ), 2 мкл dNTPs (0.6 мМ), по
0.5 мкл (0.4 мкМ) прямого и обратного прайме-
ров, 1 мкл (20 нг) матрицы ДНК, стерильная де-
ионизованная вода до общего объема 25 мкл.
ПЦР проводили при следующих условиях: стар-
товая денатурация при 95°C (5 мин); 35 циклов
денатурации при 94°C (20 с), отжига при 54°C (30 с)
и синтеза при 72°C (45 с); заключительная до-
стройка при 72°C (10 мин). Продукты ПЦР выяв-
ляли с помощью электрофореза в 1% агарозном
геле с маркером 1 kb plus DNA ladder (“Sigma-Al-
drich”). Продукты ПЦР очищали с помощью набо-
ра для экстракции из геля (IBRC, Иран) согласно
инструкции и секвенировали в компании FAZA
Biotech (Иран). Полученные последовательности
редактировали с помощью программы Chromas
Pro и сравнивали с геномными базами данных
EzBioCloud и MycoBank для изолятов бактерий и
грибов соответственно. Последовательности ге-
нов 16S рРНК и фрагментов ITS были выложены
в базу данных NCBI (коды доступа приведены в
табл. 1 и 2).

Оценка ферментативной активности. Выделен-
ные штаммы были исследованы с точки зрения их
способности разрушать основные органические
соединения в составе манускрипта (целлюлозу,
крахмал и белок). Для оценки целлюлозолитиче-
ской, амилолитической и протеолитической ак-
тивности изоляты грибов и бактерий высевали
точечно на среды CMC Agar (состав, г л–1: карбок-
симетилцеллюлоза, 0.5; NaNO3, 0.1; K2HPO4, 0.1;
MgSO4, 0.05; дрожжевой экстракт, 0.05; агар, 15),
Starch Agar (“Himedia”, Германия) и Skim milk
Agar (“Himedia”) соответственно. Чашки с куль-
турами бактерий и грибов инкубировали при
28°C в течение 48 и 72 ч соответственно. Для об-
наружения целлюлозолитической активности
чашки окрашивали Конго красным (0.01%) и рас-
твором йода по Граму и измеряли зону просветле-
ния (гало) вокруг колоний (Kasana et al., 2008).
Чашки с крахмальным агаром окрашивали рас-
твором йода по Граму. Амилолитическую и про-
теолитическую активность оценивали, измеряя
диаметр светлой и прозрачной зоны на агаре с
крахмалом и с обезжиренным молоком соответ-
ственно.

Выделение геномной ДНК из смеси фрагментов
бумаги и мазков проводили с помощью коммер-
ческого набора QIAamp Fast DNA Stool Mini-Kit
(Germany) в соответствии с инструкцией изгото-
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вителя. Результат проверяли электрофорезом в
1.5% агарозном геле.

ПЦР. Для амплификации генов 16S рРНК
прокариот и фрагментов ITS грибов использовал-
ся двухэтапный протокол ПЦР. На первом этапе
проводили ПЦР с геноспецифичными праймера-
ми, а на втором этапе использовали набор прай-
меров с адапторами (для совместимости матрицы
с ячейкой) и индексными последовательностями
(уникальными для каждого образца). В первом
туре участок V3–V4 генов 16S рРНК бактерий и
архей амплифицировали с метагеномными прай-
мерами 0341F/0785R и 0349F/0785R. Фрагмент
ITS2 грибов амплифицировали с праймерами
ITS3F/ITS4R. Последовательности праймеров
приведены в табл. S4.

В первом туре ПЦР реакционная смесь имела
следующий состав: 2.5 мкл буфера для ПЦР (1×),
2.5 мкл MgCl2 (2.5 мМ), 1.5 мкл dNTPs (0.6 мМ),
по 0.75 мкл (0.3 мкМ) прямого и обратного прай-
меров, 0.2 мкл Taq ДНК полимеразы (1 ед./мкл),
1 мкл (5 нг) матрицы ДНК, стерильная деионизо-
ванная вода до общего объема 25 мкл. Реакцию

проводили при следующих температурных усло-
виях: начальная денатурация при 95°C (5 мин); 25
циклов денатурации при 95°C (20 с), отжига при
55°C (30 с) и синтеза при 72°C (40 с); завершаю-
щая достройка при 72°C (10 мин). Чтобы прове-
рить качество амплификации, продукты первого
тура ПЦР анализировали в 1.5% агарозном геле с
маркером размеров Gene ruler 50bp (“Thermo Sci-
entific”). Далее продукт первого тура служил мат-
рицей во втором туре ПЦР. Концентрации ком-
понентов и температурные условия во втором ту-
ре ПЦР были такими же, как и в первом туре, с
тем отличием, что проводилось 15 циклов реак-
ции вместо 25 (последовательности праймеров с
бар-кодами приведены в табл. S5). Продукты вто-
рого тура ПЦР наносили на агарозный гель
(1.5%), разделяли электрофорезом, вырезали по-
лосы с ампликонами длиной 480–580 п.н. и очи-
щали их с помощью набора для экстракции из ге-
ля (“Qiagen”, Германия) в соответствии с прото-
колом производителя.

Подготовка библиотек и секвенирование. Кон-
центрацию ДНК в препаратах очищенных ампли-

Таблица 1. Результаты секвенирования генов 16S рРНК бактериальных изолятов и определение ближайших род-
ственных штаммов в соответствии с базой данных EzBioCloud

Изоляты
бактерий

Длина
последовательности,

п.н

Ближайший идентифицированный 
филогенетический родственник

(номер в базе данных EzBioCloud

Сходство, 
%

Номер доступа
в базе NCBI

B1 1071 Bacillus atrophaeus, JCM 9070 (AB021181) 99.9 MT279976
B2 1279 Bacillus mojavensis, RO-H-1 (GH600280) 99.84 MT273667
B3 1071 Corynebacterium sanguinis, CCUG 58655 (FJ269041) 100 MT274328
B4 1408 Bacillus filamentosus, SGD-14 (KF265351) 99.9 MT274417
B5 1404 Bacillus velezensis, CR-502 (AY603658) 99.7 MT276229
B6 1362 Streptomyces rochei, NPRL B-2410 (MUMD01000370) 99.9 MT276256
B7 1414 Bacillus humi, LGM 22167 (AJ627210) 98.6 MT276316
B8 1416 Bacillus niacini, IFQ 15566 (AB021194) 100 MT276317
B9 1105 Bacillus cheonanensis, PFS-5 (JQ966280) 99.7 MT276846
B10 1404 Bacillus licheniformis, ATCC 14580 (AE017333) 99.6 MT276852
B11 1415 Bacillus idriensis, SMC 4352-2 (AY904033) 100 MT277111

Таблица 2. Результаты секвенирования ITS фрагментов изолятов грибов и определение ближайших родственных
штаммов в соответствии с базой данных MycoBank

Изоляты
грибов

Длина
последовательности,

п.н.

Ближайший 
идентифицированный 

филогенетический родственник 
(номер в базе данных MycoBank

Сходство, % Номер доступа
в базе NCBI

F1 549 Aspergillus versicolor 100 MT277425
F2 788 Aspergillus sydowii 99.8 MT277426
F3 707 Alternaria alternata 99.5 MT277427
F4 623 Aspergillus niger 100 MT277428



368

МИКРОБИОЛОГИЯ  том 91  № 3  2022

РАИСНИЯ и др.

конов бактерий и грибов определяли с помощью
набора Invitrogen™ Qubit™ dsDNA BR Assay Kit (Ве-
ликобритания) и приводили к стандарту 10 нг л–1.
Затем препараты отправляли в компанию “Mac-
rogen” (Korea) для секвенирования на платформе
Illumina MiSeq 2 × 300.

Обработка и анализ данных секвенирования.
Сырые данные FASTQ обрабатывали и анализи-
ровали с помощью программного пакета
QIIME2-2019.4. После демультиплексирования
исходных данных с помощью плагина q2-demux
качество прочтений визуализировали на графике
Interactive Quality и определяли параметры для
удаления шумов. Парные прочтения объединяли
командой qiime dada2 denoise-paired. Таксономиче-
скую классификацию операционных таксономиче-
ских единиц (ОТЕ) проводили с помощью q2-fea-
ture-classifier, сравнивая репрезентативные последо-
вательности с базами данных Greengenes (v. 13.8) для
бактерий и UNITE (v. 8.3) для грибов. Следует отме-
тить, что классификация грибов, используемая в на-
шей работе, соответствует ссылкам, приведенным в
базе данных UNITE (Tedersoo et al., 2018). Необрабо-
танные риды FASTQ были выложены в раздел Se-
quence Read Archive (SRA) базы данных NCBI (номер
доступа SRA: PRJNA658545).

РЕЗУЛЬТАТЫ

Физические характеристики. При анализе об-
разцов бумаги с золотым напылением с помощью
ПЭСЭМ в режиме высокого вакуума среди цел-
люлозных волокон были видны клетки бактерий,
конидии и мицелий грибов. По-видимому, при-
сутствие микробного сообщества вызвало разру-
шение и расслаивание целлюлозных волокон
(рис. 1). Среднее значение pH образцов ‒ 4.1.

Микробное разнообразие по данным культу-
ральных методов. Из проб, взятых с тестируемых
участков, были выделены четыре штамма грибов
и 11 штаммов бактерий; эти штаммы идентифи-
цировали молекулярными методами. Следует от-
метить, что на чашках со средой MGM для выде-
ления осмофильных и галофильных архей роста
не наблюдалось, и культивируемых архей выделено
не было. Результаты секвенирования фрагментов
генов 16S рРНК и ITS и их сравнения с базами дан-
ных EzBioCloud и MycoBank представлены в табл. 1
и 2 соответственно. Число колоний (КОЕ/см2),
связанных с изолятами бактерий и грибов в различ-
ных местах рукописи приведено в табл. S1 и S2.

Синтез гидролитических ферментов. Результаты
тестов на продукцию ферментов гидролиза (цел-
люлаз, амилаз и протеаз) выделенными микроб-
ными штаммами приведены в табл. 3. Результаты
оценивались по диаметру зоны просветления в
соответствующих средах культивирования.

Применительно к результатам, полученным
нами для изолятов бактерий и грибов (табл. 3),
стоит отметить следующее. Три из девяти штам-
мов рода Bacillus, а именно: B1, B5 и B10 (род-
ственные B. atrophaeus, B. velezensis и B. licheni-
formis соответственно), производили все три типа
ферментов (целлюлазы, амилазы и протеазы).
Для трех штаммов Bacillus, а именно: B2 (род-
ственный B. mojavensis), B4 (родственный B. fila-
mentosus) и B11 (B. idriensis), наблюдался синтез
двух ферментов: амилазы и протеазы у B2 и цел-
люлазы и протеазы у B4 и B11. У двух других
штаммов рода Bacillus, B8 (B. niacini) и B9 (род-
ственного B. cheonanensis), наблюдался только
один тип ферментативной активности: целлюлаз-
ная у B8 и протеазная у B9. У штамма B7 (род-
ственного B. humi) гидролитическая активность
отсутствовала. Два изолята, представляющих
Actinobacteria, B3 (Corynebacterium sanguinis) и B6
(родственный Streptomyces rochei), синтезировали
только целлюлазу. Тесты на ферменты гидролиза
у изолятов грибов показали, что три штамма (F1,
F2 и F3), в том числе два штамма рода Aspergillus
(родственные A. versicolor и A. sydowii) и один
штамм рода Alternaria (Alt. alternata), проявляли

Рис. 1. Микрофотографии бумаги из манускрипта Al-
adoviah al-Mufradah, полученные с помощью ПЭСЭМ
в высоком вакууме с золотым напылением образцов.
(а) Общий вид заселения целлюлозных волокон клет-
ками бактерий (белая стрелка), мицелием и спорами
грибов (красная стрелка). Видны кристаллы соли (си-
няя стрелка) и расслоение волокон целлюлозы. Уве-
личение 4000×. (б) Отдельные клетки бактерий и це-
почки клеток; структуры с отростками, напоминаю-
щими конидии грибов. Можно отличить клетки
бактерий (меньше 1 мкм, белая стрелка) от конидий
грибов (красная стрелка). Увеличение 13000×.

5 мкм(б)

20 мкм(а)
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все три типа активности. У изолята F4 (A. niger)
был подтвержден синтез целлюлазы, но активно-
сти амилаз и протеаз не наблюдалось. Таким об-
разом, подавляющее большинство изолятов бак-
терий и грибов (за исключением штаммов B2, B7
и B9) могли производить целлюлазу. Протеазная
активность наблюдалась у меньшего числа изоля-
тов, и часть штаммов (B3, B6, B7, B8, и F4) не про-
являли протеазной активности. Амилазная ак-
тивность наблюдалась у семи из 15 изолятов (B1,
B2, B5, B10, и F1, F2, F3).

Микробное разнообразие по данным высокопро-
изводительного секвенирования. Результаты секве-
нирования на платформе Illumina были получены
в форме двух файлов FASTQ, представляющих
библиотеки грибов и бактерий. Тот факт, что в
первом туре ПЦР не наблюдалось амплификации
архейных генов 16S рРНК (участок V3–V4) ука-
зывает, что этот домен не представлен в составе
микробного сообщества манускрипта.

Состав сообщества бактерий по данным секве-
нирования. После обработки данные по бактери-
ям включали 6589 валидных ридов, которые были
отнесены к 63 ОТЕ; в результате таксономиче-
ской классификации были идентифицированы
20 родов и семь видов. Согласно данным метаге-
номного секвенирования, сообщество бактерий
включало три филума. Самым многочисленным

был филум Proteobacteria (74.16% ридов; 41 ОТЕ);
за ним следовали Actinobacteria (16.57% ридов; 10
ОТЕ) и Firmicutes (9.12% ридов; 10 ОТЕ). На уров-
не класса, 70.92% ридов относились к Gammapro-
teobacteria, 16.57% ридов ‒ к Actinobacteria, 9.12%
ридов ‒ к Bacilli и 3.25% ридов ‒ к Alphaproteobac-
teria. На уровне семейства наиболее многочис-
ленными были Pseudomonadaceae (58.0%), Entero-
bacteriaceae (11.1%), Micrococcaceae (10.1%), и
Bacillaceae (5.9%). Остальные 15% ридов состав-
ляли другие семейства бактерий. На уровне рода
самыми многочисленными были представители
Pseudomonas (58%), а самым многочисленным ви-
дом по числу ридов был Pseudomonas stutzeri
(55.2%). Состав сообщества бактерий на уровне
филумов, семейств и родов представлен на диа-
граммах рис. 2.

Состав сообщества грибов по данным секвени-
рования. Данные, относящиеся к грибам, после
удаления шумов, слияния и фильтрации химер
включали 57353 достоверных прочтений и были
отнесены к 139 ОТЕ. Наиболее представленным
по числу ридов и ОТЕ был филум Ascomycota:
96.55% ридов; 96 ОТЕ. Кроме того, в сообществе
были обнаружены представители филумов Mu-
coromycota (1.70% ридов; 3 ОТЕ) и Basidiomycota
(1.04% ридов; 26 ОТЕ); небольшое число остав-
шихся ридов были отнесены к Rozellomycota (0.41%
ридов; 1 ОТЕ) и Entorrhizomycota (0.003% ридов;
1 ОТЕ). Всего в сообществе грибов было анноти-
ровано 59 семейств, 62 рода и 54 вида. Наиболее
представленным семейством оказались Aspergilla-
ceae (92.0%). Наиболее многочисленными таксо-
нами в сообществе оказались Penicillium (58.89%)
и Aspergillus (33.02%) на уровне рода и Penicillium
polonicum (55.45%) и Aspergillus ruber (22.55%) на
уровне вида. Состав сообщества грибов на уровне
филумов, семейств и родов представлен на диа-
граммах рис. 3.

ОБСУЖДЕНИЕ

Предварительный анализ фрагментов бумаги с
помощью ПЭСЭМ выявил сравнительно плотное
микробное обсеменение бумажных волокон, в
том числе клетки бактерий и структуры грибов
(конидии и мицелий). Изображения, полученные
при меньшем увеличении, показали отложение
кристаллов соли вдоль целлюлозных волокон,
что может быть обусловлено процессами произ-
водства бумаги, проклейкой и примесями в мате-
риалах. Согласно исследованиям биодеградации
объектов культурного наследия, некоторые бак-
терии и грибы, в том числе Aspergillus, Penicillium,
Bacillus, Arthrobacter и Streptomyces, могут выделять
органические кислоты, которые растворяют ма-
териал и образуют отложения соли, видимые на
изображениях SEM (Bicchieri et al., 2019).

Таблица 3. Гидролитическая активность штаммов бак-
терий (B) и грибов (F), наблюдаемая после 48 и 72 ч
культивирования соответственно

Гидролизная активность: “–” ‒ отсутствует (нет гало); “+” ‒
низкая (гало до 1.5 см в диаметре); “++” ‒ умеренная (гало
до 2.5 см в диаметре); “+++” ‒ сильная (гало до 3.5 см в диа-
метре).

Изоляты 

бактерий

и грибов

Целлюлазы Амилазы Протеазы

B1 ++ + +++

B2 ‒ ++ +++

B3 + ‒ ‒

B4 + ‒ ++

B5 ++ ++ +++

B6 ++ ‒ ‒

B7 ‒ ‒ ‒

B8 ++ ‒ ‒

B9 ‒ ‒ +

B10 ++ + ++

B11 ++ ‒ +++

F1 + + +

F2 ++ + ++

F3 + + ++

F4 +++ ‒ ‒
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Рис. 2. Доля в сообществе различных групп бактерий на уровне филумов (a), семейств (б) и родов (в).
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Рис. 3. Доля в сообществе различных групп грибов на уровне филумов (a), семейств (б) и родов (в).
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После предварительной оценки с помощью
ПЭСЭМ с нескольких участков бумаги были не-
инвазивно взяты пробы, чтобы оценить жизне-
способность микроорганизмов. В результате по-
следующего культивирования были выделены
штаммы, представляющие сообщества бактерий
и грибов. Поиск архей в микробном сообществе
манускрипта, как культуральными методами, так
и с помощью высокопроизводительного секвени-
рования, дал отрицательный результат. Данные,
приведенные в табл. S1 и S2, показывают, что
плотность культивируемых микроорганизмов на

единицу площади (КОЕ/см2) на первой и послед-
ней страницах была выше, чем в середине книги,
возможно, потому, что эти страницы больше под-
вергались воздействию пыли и грязных рук.

Как отмечено выше, культуральными метода-
ми было выделено девять штаммов рода Bacillus;
они были идентифицированы секвенированием
генов 16S рРНК. Ранее сообщалось, что различ-
ные виды рода Bacillus участвуют в заселении и
разрушении культурных артефактов из бумаги
(Principi et al., 2011; Piñar et al., 2015). Бактерии
этого рода, по-видимому, вносят вклад в развитие
пятен фоксинга (Karakasidou et al., 2018), которые
обильно присутствуют на исследуемом манускрип-
те. Среди штаммов, выделенных с манускрипта,
был и штамм B. licheniformis. В работе Jacob et al.
(2015) описано выделение этой бактерии из бумаж-
ных документов XIX в. Согласно этой статье, низко-
молекулярные пептиды, синтезирумые B. licheni-
formis, могут действовать как внутренний фактор,
сдерживающий развитие разрушающих сооб-
ществ грибков на поверхности бумаги (Jacob et al.,
2015). Кроме того, выделение других видов рода
Bacillus, в частности, B. atrophaeus, B. idriensis и
B. niacini, согласуется с результатами более ран-
них исследований бактериальных сообществ бу-
мажных объектов и целлюлозных материалов
(Suihko, Stackebrandt, 2003; Gutarowska, 2016). Ре-
зультаты секвенирования на платформе Illumina
тоже указывают на присутствие членов рода Ba-
cillus в микробном сообществе (4.9% ридов). За
исключением B. muralis, эти риды были анноти-
рованы до уровня семейства или рода, что объяс-
няет более высокое разнообразие видов Bacillus,
обнаруженных культуральным методом. B. mura-
lis обнаруживали и в других исследованиях мик-
робных сообществ культурных и исторических
артефактов, например, настенных росписей в
Испании и Германии (Heyrman et al., 2005), и бу-
мажных манускриптов, например, “Атлантиче-
ского кодекса” Леонардо да Винчи (Tarsitani et al.,
2014).

Кроме того, с манускрипта были выделены и
идентифицированы частичным секвенированием
еще два вида: Corynebacterium sanguinis и Streptomyces
rocheie (Actinobacteria). Наиболее существенное
свойство актинобактерий ‒ устойчивый вторичный

метаболизм пигментов и органических кислот, ко-
торые играют ключевую роль в биодеградации
культурного наследия, окрашивая материалы и раз-
рушая органические вещества (Duan et al., 2017).
Согласно Jaén-Luchoro et al. (2020), штаммы
C. sanguinis ранее выделялись из естественных
(водных и промышленных) образцов. Этот вид
имеет большое генетическое сходство с C. lipoph-
yloflavum, видом с выраженной способностью к
синтезу целлюлазы (Sakthivel et al., 2010; Jaén-
Luchoro et al., 2020). В работе Sato et al. штаммы
рода Streptomyces были выделены из пятен и по-
врежденных участков бумажных объектов, затоп-
ленных в результате цунами 2011 г. в Японии (Sato
et al., 2014). С другой стороны, оценивалась также
роль различных видов рода Streptomyces, в том
числе S. rocheie, в разрушении древесины и цел-
люлозных материалов (Lupan et al., 2014). Резуль-
таты тестов на синтез ферментов указывают, что
выделенные штаммы могут иметь потенциал к
разрушению бумажных материалов.

Согласно данным секвенирования на плат-
форме Illumina, самым представленным видом по
числу ридов был P. stutzeri. Различные штаммы
рода Pseudomonas ранее выделялись из памятни-
ков культуры (поверхность фрески) и окружаю-
щей воздушной среды (Pangallo et al., 2012); из-за
высокой устойчивости к антимикробным биоци-
дам они могут вызывать вторичный микробный
кризис (Bastian et al., 2009). Виды рода Pseudomo-
nas не переносят кислых условий, и ни один из
них не способен расти при pH ниже 4.5 (Lalucat
et al., 2006). Можно сделать вывод, что в опреде-
ленный момент манускрипт был заражен этим
штаммом. Однако химический распад бумаги и
синтез органических кислот вследствие грибко-
вой колонизации привели к тому, что материал
приобрел кислую реакцию pH (pH 4.1), и в ре-
зультате рост и выживание штаммов Pseudomonas
стали невозможны. С другой стороны, тот факт, что
представители Pseudomonas не формируют спор, то-
же повлиял на их плохую выживаемость и на невоз-
можность выделить их культуральными методами.

Присутствие рода Promicromonospora (3.1% ри-
дов) может быть связано с загрязнением среды,
где хранилась рукопись, пылью и кутикулами на-
секомых (Mohammadipanah et al., 2017). Предста-
вители рода Arthrobacter (2.9% ридов) ранее иден-
тифицировались в почве, в воздухе старых зданий
и на культурных артефактах. Мембраны бактерий
рода Arthrobacter содержат каротиноидные пиг-
менты, например β-каротин и α-бактериорубе-
рин. Таким образом, колонизация этими штам-
мами может привести к обесцвечиванию и разви-
тию фоксинга (Piñar et al., 2015; Duan et al., 2017).

В сообществе были идентифицированы пред-
ставители родов Escherichia (0.6%) и Enterobacter
(0.5%), принадлежащих к семейству Enterobacteri-
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aceae и включающих колиформные бактерии;
следовательно, существовала возможность за-
грязнения манускрипта в результате контакта с
грязными руками или фекалиями животных.

В нашей работе был аннотирован (на уровне
рода или вида) также ряд других бактерий, кото-
рые ранее определялись в работах на бумажных
материалах или других объектах культурного на-
следия, а именно: Carnobacterium и Salinibacterium,
2.9 и 2.0% ридов соответственно (Gutarowska
2016); Microbispora rosea, 1.7% ридов (Karbowska-
Berent et al., 2011); Paracoccus marcusii, 1.6% ридов
(Lupan et al., 2014); Cellvibrio, 1.21% ридов (Harkawy
et al., 2011); Brachybacterium, 1.1% ридов (Zhgun et al.,
2020); Virgibacillus picturae, 1.0% ридов (Sterflinger,
Piñar, 2013).

Большинство видов рода Aspergillus, выделен-
ных с манускрипта, в том числе A. versicolor, A. ni-
ger и A. sydowii, могут расти в условиях низкой до-
ступности воды и играют значимую роль в разру-
шении архивных и библиотечных материалов,
синтезируя ферменты гидролиза (Zghair, 2019). В
то же время, результаты секвенирования на плат-
форме Illumina показали, что представители As-
pergillus составляли значительную долю сообще-
ства (33.02%). Некоторые виды, идентифицирован-
ные этим методом, например, A. ruber (22.55%) и
A. penicillioides (0.84%), ранее выделялись с цел-
люлозных материалов, например, исторических
рукописей и музейных предметов из материала
dluwang (ткань из коры, изготавливаемая путем
отбивания коры тутового дерева); оценивалась их
роль в разрушении бумаги и образовании кир-
пично-красных пятен (Oetari et al., 2016; Liu et al.,
2018).

Согласно результатам секвенирования на плат-
форме Illumina, наиболее многочисленным родом
грибов был Penicillium (58.89%). Большинство видов
рода Penicillium проявляют значительную фер-
ментативную активность и могут разлагать орга-
нические вещества. Представители Penicillium вы-
делялись из проб аэрозолей, отобранных в музе-
ях, библиотеках и архивах, так что при наличии
подходящих условий для роста они могут пред-
ставлять собой угрозу для бумажных материалов
(Karbowska-Berent et al., 2011; Zhang et al., 2019).

Род Alternaria ‒ еще одна составляющая сооб-
щества грибов, обнаруживаемая как при культи-
вировании, так и секвенированием. Различные
виды Alternaria часто обнаруживаются в зонах
хранения библиотек и архивов; известно, что они
могут быть факторами биоразрушения бумаги и
целлюлозных материалов (Mesquita et al., 2009).

Представители Chaetomiaceae, в том числе ро-
дов Chaetomium и Chaetomidium, составляли 1.4%
ридов. Ранее оба рода выделялись из атмосферы
хранилищ (Skóra et al., 2015) и объектов письмен-
ного наследия (Gutarowska, 2016). Представители

этих родов синтезируют гидролитические фер-
менты и антибиотики и, таким образом, обладают
разрушающей и бактериолитической активно-
стью (Sterf linger, Piñar, 2013; Piñar et al., 2015).

Кроме того, секвенирование на Illumina вы-
явило таксоны Mucor, Trichoderma, Chrysosporium,
Acremonium и Scopulariopsis, которые также отме-
чались в предыдущих исследованиях грибковых
сообществ библиотек и архивов (Pinheiro et al.,
2011, 2019).

Проведенные тесты ферментативной активно-
сти (табл. 3) показали, что большинство микроб-
ных изолятов производят целлюлазу и несут риск
разрушения объектов из бумаги. Выделение
штаммов с протеолитической и амилолитической
активностью может быть связано с возможным
использованием на поверхности исторических
бумаг животных клеев с белковой структурой и
крахмальным наполнителем. В то же время, об-
разцы с первой и последней страниц книги (при-
легающих к кожаной обложке богатой коллаге-
ном) могут послужить для выделения протеоли-
тических штаммов.

Бумага рукописи имела кислую реакцию
(pH 4.1). Под воздействием кислой среды волок-
на, состоящие из целлюлозных цепочек, регуляр-
но распадаются на меньшие фрагменты. Присут-
ствие закисляющих веществ в бумаге может быть
связано с разными факторами, в том числе с аб-
сорбцией загрязняющих веществ из воздуха и
окружающей среды (оксиды серы и азота в воздухе,
низкокачественные контейнеры) и с внутренними
характеристиками бумаги (исходный материал и
процесс производства). В то же время, грибы могут
выделять соединения с кислой реакцией, чтобы
изменить pH субстрата в соответствии со своими
потребностями роста (Area, Cheradame, 2011). Не-
которые виды Aspergillus (A. niger и A. versicolor) и
Penicillium оказались способны значительно сни-
жать pH среды (до 4 единиц pH). Поскольку бу-
мажные материалы очень чувствительны к кис-
лотному гидролизу, тот факт, что обычные виды
грибков имеют выраженную способность синте-
зировать метаболиты с кислой реакцией, подра-
зумевает ключевую роль сообщества грибов в их
разрушении (Pinheiro et al., 2019).

Результаты нашей работы показали, что
ПЭСЭМ ‒ подходящий инструмент предвари-
тельного скрининга микробного заселения объ-
ектов из бумаги. Сравнение результатов, полу-
ченных культуральными методами и с помощью
высокопроизводительного секвенирования, по-
казало, что последний метод имел преимущество
при описании микробного разнообразия истори-
ческих документов. С другой стороны, в обнару-
жении потенциально активных разрушительных
штаммов главная роль принадлежит культураль-
ным исследованиям и анализу ферментативной
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активности. Таким образом, наилучшим выбо-
ром было бы сочетать эти подходы для многофак-
торной оценки микробных сообществ. Вопрос о
присутствии архей в микробных сообществах раз-
личных объектов исторического наследия и их
участии в биоразрушении требует дальнейшего
изучения.
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MICROBIAL COMMUNITY OF AN 11TH CENTURY MANUSCRIPT BY BOTH 
CULTURE-DEPENDENT AND INDEPENDENT APPROACHES
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Abstract—In this study, the microbial community (Bacteria, Archaea, and Fungi) of a historical manuscript
was investigated by microscopic observation (field emission scanning electron microscopy), culture-depen-
dent methods, and sequencing of amplicons on the Illumina MiSeq platform. Microbial isolates were also as-
sayed for production of hydrolytic enzymes (cellulase, amylase, and protease). Observation of gold-coated
paper samples in high-vacuum mode revealed bacterial cells, conidia, and fungal mycelium among the fibers.
Eleven bacterial strains, including species of Bacillus, Streptomyces, Corynebacterium, and four fungal strains,
including species of Aspergillus and Alternaria, were isolated by culture-dependent methods and identified by
16S rRNA and ITS sequencing, by comparison with the EzBioCloud and MycoBank databases, respectively.
Illumina MiSeq sequencing revealed the presence of 20 bacterial genera, including Pseudomonas, Bacillus,
Citrococcus, Promicromonospora, Carnobacterium, Arthrobacter, Salinibacterium, and Streptomyces. According
to the number of reads, Pseudomonas (58%) was the most abundant genus and P. stutzeri (55.2%) was the most
abundant bacterial species. Sequencing results of fungal amplicons indicated 62 genera, including Penicilli-
um, Aspergillus, Alternaria, Mucor, and Chaetomium. Penicillium (58.89%) and Aspergillus (33.02%) were the
most abundant genera. P. polonicum (55.45%) and A. ruber (22.55%) were the most abundant species of the
fungal community. The results of searching for archaea in the microbial community of the manuscript by cul-
ture-dependent and high-throughput amplicon sequencing were negative. The enzymatic activity of micro-
bial isolates indicated a potential risk of biodeterioration. It seems that using a combination of culture-depen-
dent and high-throughput sequencing methods has a significant advantage over using them individually.

Keywords: biodeterioration, culturable microorganism, next-generation sequencing, Illumina MiSeq, enzy-
matic activity, paper material
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