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Применение аналитических 
методов для выявления 
критических пределов 
инфицирования зерна грибами 
рода Fusarium
РЕЗЮМЕ
Актуальность. Научное сообщество и сельхозпроизводители находятся в поиске 
решения проблемы о том, как обезопасить потребителей от воздействия опасных 
для здоровья микотоксинов, содержащихся в сельхозпродукции. Один из инстру-
ментов, который будет рассмотрен в данной статье – применение скрининговой 
системы, позволяющей в короткие сроки определять количественные показатели 
инфицирования зерна пшеницы токсинопродуцирующими грибами. 

Методы. Для характеристики поражения зерна использовали метод количе-
ственной ПЦР с выявлением ДНК гриба и метод иммуноферментного анализа, 
детектирующий содержание антигенов Fusarium. 

Результаты. На основании анализов зараженности зерна отдельными видами в 
модельных экспериментах мы установили нижний критический предел в случае 
ДНК – 3955·10-4 пг/нг, а антигенов Fusarium – 596 ед/г, при выявлении которых зер-
но должно подвергаться анализу микотоксинов. Все партии зерна, у которых зна-
чения, выявленные аналитическими методами, ниже критических точек, могут без 
дополнительных анализов использоваться на переработку. Полученные значения 
могут быть количественными объективными ориентирами, соответствующими ру-
тинному визуальному анализу зараженности зерна, предлагаемому в настоящее 
время по ГОСТ 31646-2012
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Введение
Зерно, поставляемое для государственных нужд или 

для продажи внутри страны и за рубеж, по качеству 
должно соответствовать установленным государствен-
ным стандартам, техническим условиям, медико-био-
логическим и санитарным нормам. Повышение каче-
ства зерна и продуктов его переработки является одной 
из основных задач развития рынка зерна России со-
гласно распоряжению Правительства РФ от 29.06.2016 
г. № 1364-р. «Стратегия повышения качества пищевой 
продукции Российской Федерации до 2030 года». Начи-
ная с 2011 года, основными документами в России, ре-
гламентирующими качество зерна, являются Техниче-
ские регламенты Таможенного союза (ТР ТС): 015/2011 
«О безопасности зерна» и 021/2011 «О безопасности 
пищевой продукции».

Согласно требованиям ТР ТС 021/2011, изготовитель 
пищевой продукции должен разработать, внедрить и 
поддерживать процедуры, основанные на принципах 
системы ХАССП (Анализ рисков и критические кон-
трольные точки), которая признана во всем мире одним 
из наиболее эффективных методов обеспечения безо-
пасности пищевых продуктов (ГОСТ Р 51705.1–2001). 
Соблюдение поэтапной последовательности процедур, 
предусмотренных ХАССП, дает гарантию выпуска безо-
пасной пищевой продукции. Под риском, связанным с 
обеспечением безопасности и качества продуктов пи-
тания, понимается функция вероятности неблагоприят-
ного последствия для здоровья и его серьезности из-за 
присутствия опасного биологического, химического и/
или физического фактора в пищевом продукте (Мати-
сон и др., 2014).

На качество зерна существенное влияние оказывают 
сортовой потенциал зерновой культуры, условия её вы-
ращивания и микробиологическое качество. Особенно 
большую опасность представляют грибы, способные к 
образованию токсичных вторичных метаболитов — ми-
котоксинов, которые, попадая в организм, приводят к 
значительному ухудшению здоровья.

Главными критическими контрольными точками 
(ККТ), определяющими загрязнение зерна микотокси-
нами, являются степень заражения и видовой состав 
развивающихся на нем грибов. Грибы рода Fusarium 
распространены во всех странах, где выращиваются 
зерновые культуры. Многолетние мониторинговые ис-
следования показали, что в зависимости от года, реги-
она и вида зерновой культуры зараженность грибами 
Fusarium производимого на территории РФ зерна до-
статочно высока. По нашим данным, фузариевые гри-
бы обнаружены в 100% образцов зерна, выращенных 
в Северокавказском регионе (Шипилова и др., 2014), в 
71% — в Уральском (Гаврилова и др., 2020) и 82,5% — в 
Сибирском (Gagkaeva et al., 2019). 

На территории РФ фузариоз зерна вызывают бо-
лее 20 различных видов Fusarium, которые различают-
ся между собой по биоэкологическим потребностям, 
агрессивности и способности продуцировать микоток-
сины (Гагкаева и др., 2011). К наиболее широко распро-
страненным и опасным видам относятся F. graminearum 
и F. culmorum, образующие дезоксиниваленол (ДОН) 
и зеараленон (ЗЕН), а также F. sporotrichioides и F. 
langsethiae, образующие Т-2 токсин.

Предельно допустимые уровни содержания фузари-
озного зерна, которые не должны превышать 1%, опре-
деляют не по присутствию грибов рода Fusarium, а по 
внешним признакам его возможного наличия (согласно 
ТР ТС 015/2011 «фузариозное зерно — щуплое, легко-

весное, морщинистое, белесоватое, иногда с пятнами 
оранжево-розового цвета»). Существует регламентиру-
емая ГОСТом 31646–2012 «Зерновые культуры. Метод 
определения содержания фузариозных зерен»  — про-
цедура, основанная на визуальной оценке зерна пше-
ницы и являющаяся весьма субъективной и малоинфор-
мативной. Поскольку микотоксикологическую чистоту 
зерна при его приемке определяют не по показателям 
количественного присутствия гриба или его метаболи-
тов, а по внешним признакам их возможного наличия, то 
зачастую результаты оценки являются необъективными.

Весь мировой опыт, отраженный в многочисленных 
публикациях, подтверждает, что достоверное выявле-
ние зараженности партии зерна грибами не может про-
водиться визуально. Показано, что большинство внеш-
не инфицированных зерен не отличаются от здоровых, 
но могут содержать микотоксины (Argyris et al., 2003; 
Hallen-Adams et al., 2011; Шипилова и др., 2014). Зерно, 
зараженное токсинопродуцирующими грибами, обяза-
тельно должно проверяться на загрязнение микотокси-
нами. В РФ установлены предельно допустимые кон-
центрации (ПДК) для продуцируемых грибами Fusarium 
микотоксинов в используемом на продовольственные 
цели зерне: количество Т-2 токсина не должно превы-
шать 100 мкг/кг, ДОН  — 700–1000 мкг/кг, зеараленона 
ЗЕН — 200–1000 мкг/кг (ТР ТС 021/2011 и 015/2011).

Прямое определение содержания микотоксинов в 
зерне различного назначения проводят хроматографи-
ческими методами (ДОН согласно ГОСТ 15891–2013, 
Т-2 токсин  — ГОСТ 33682–2015 и ГОСТ 28001–88, 
ЗЕН — ГОСТ 31691–2012) и иммуноферментным мето-
дом (ГОСТ 31653–2012). Однако анализ микотоксинов 
достаточно сложен, требует использования дорого-
стоящего оборудования и токсичных экстрагирующих 
жидкостей (ацетонитрил, метанол и др.). Дополнитель-
ная трудоёмкость связана с использованием различных 
протоколов экстракции, в зависимости от анализируе-
мого микотоксина и выбранного метода анализа.

Объективное выявление представленности в зерне 
токсинопродуцирующих видов грибов можно проводить 
методом количественной ПЦР (кПЦР), который, наряду 
с высокой скоростью анализа инфицированности зер-
на, показывает достоверную связь между содержанием 
ДНК определенного гриба и образуемых им микотокси-
нов. В последние годы кПЦР стали применять в мони-
торинговых исследованиях, проводимых на территории 
нашей страны (Gagkaeva et al., 2019; Каракотов и др., 
2019; Орина и др., 2020). Ограничением внедрения та-
ких методов, основанных на выявлении ДНК, для повсе-
местного анализа зараженности зерна грибами являют-
ся специальные лабораторные условия, дорогостоящие 
приборная база и расходные материалы.

Альтернативой ПЦР-диагностике для массового 
скрининга образцов может стать более доступный им-
муноферментный анализ (ИФА), который основан на 
реакции «антиген-антитело» и мечении ферментом, да-
ющим характерное окрашивание. ИФА характеризуется 
отсутствием необходимости в дорогостоящем оборудо-
вании, высокой чувствительностью и быстротой получе-
ния результатов (до 3 часов). Несколько методик ИФА 
для определения грибов рода Fusarium были разрабо-
таны ранее для научных исследований (Иванова и др. 
2019; Omori et al., 2019; Rohde et al, 2005; Unger, 1989)

Целью исследования являлась характеристика коли-
чественных показателей инфицирования зерна пшени-
цы грибами Fusarium, выявленных с помощью аналити-
ческих методов кПЦР и ИФА, позволяющих оперативно 
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выявлять партии зерна, не содержащие регламентируе-
мые микотоксины.

Материалы и методы исследований
Для модельных экспериментов использовали зер-

но озимой пшеницы, не заражённое грибами рода 
Fusarium. 

Другие грибы Alternaria, Aureobasidium, Cladosporium, 
Stemphylium, Phoma были выявлены единично. Микро-
биологическую чистоту зерна определяли согласно 
принятой в лаборатории методике микологического 
анализа (Гагкаева и др., 2011).

В исследование включили четыре штамма различных 
видов грибов рода Fusarium, продуцирующих микоток-
сины, содержание в зерне которых регламентировано в 
РФ (табл. 1).

Штаммы грибов выращивали на картофельно-саха-
розной агаризованной среде (КСА) в течение 7–10 су-
ток. Затем в чашку Петри добавляли к культуре гриба 
5 мл стерильной воды, тщательно перемешивали сте-
рильным шпателем и переносили 200 мкл полученной 
суспензии (105 КОЕ/мл) в предварительно автоклави-
рованную пробу зерна (30 г) исходного незараженного 
образца. Итоговая влажность инокулированных штам-
мами проб (инокулюмов) составляла 50%. Инокулюмы 
выдерживали в термостате при 25  °С, периодически 
перемешивая, чтобы зарастание зерна мицелием гри-
бов происходило равномерно. Условия выращивания 
на зерне всех штаммов были идентичны (субстрат, 
влажность, температура, освещенность, продолжи-
тельность). Спустя две недели проводили контрольный 
анализ зараженности инокулюмов, раскладывая по 
10 инфицированных каждым штаммом зерен на КСА. 
В результате выявили 100% зара-
женность зерна соответствующим 
видом гриба всех инокулированных 
проб (рис. 1). Далее полученные 
инокулюмы высушивали при 50 °С и 
хранили при –20 °С до последующе-
го использования.

Из исходного (незараженного фу-
зариевыми грибами) образца зерна 
и инокулюмов, инфицированных 
разными штаммами Fusarium, гото-
вили модельные образцы, имеющие 
зараженность зерна 0,5% или 1%. 
Отсчет чистых зерен производили с 
помощью автоматического счётчика 
семян (Wuhan Acme Agro Tech Co., 
Китай), зерна инокулюмов добав-
ляли вручную. Все варианты были 
подготовлены в трёх повторностях 
(по три образца с заражённостью 
0,5% и 1% для каждого из четырёх 
штаммов). Контрольным вариантом 
являлось зерно исходного незара-
женного Fusarium (0%) образца.

Размол модельных образцов вы-
полняли в отдельных стерильных 
размольных стаканах с помощью ла-
бораторной мельницы (IKA, Герма-
ния). После размола муку тщательно 
перемешивали и замораживали при 
–20  °C для дальнейших молекуляр-
ных и иммунохимических анализов.

Выделение ДНК из 200 мг об-
разцов муки проводили с помо-

щью набора Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher 
Scientific, Литва). Концентрацию ДНК измеряли флуори-
метрически, используя набор реагентов Quant-iTdsDNA 
HS Assay Kit для Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific, США). 
Количество в зерне ДНК видов грибов F. graminearum, 
F. culmorum, F. langsethiae и F. sporotrichioides, имею-
щих ген Tri5 в геноме и продуцирующих трихотеценовые 
микотоксины (Tri-Fusarium), оценивали методом кПЦР с 
пробами TaqMan (Halstensen et al., 2006). Реакции ам-
плификации проводили с использованием системы CFX 
96 real-time PCR (Bio-Rad, США). В каждом образце оце-
нивали долю ДНК грибов к общей ДНК (пг/нг). Нижний 
достоверный предел выявления содержания ДНК гри-
бов в пробе выделенной общей ДНК из образца муки 
установлен на уровне 5·10–4 пг/нг.

Экстракцию метаболитов грибов Fusarium из 1 г 
муки проводили 0.1М натрий-фосфатным буфером (pH 
7,2–7,4) в соотношении 1:10 (w/v). После инкубирова-
ния экстракта при температуре 20–25  °C в течение 30 
мин, при постоянном встряхивании, на шейкере T-3L 
(ELMI, Латвия), проводили удаление нерастворимых ча-
стиц с помощью центрифугирования (Beckman, США). 
Определение антигенов Fusarium в полученных освет-
ленных экстрактах проводили с использованием набо-
ра «Fusarium ИФА, «сэндвичный» вариант, кат№ K827» 
(ХЕМА, Россия). Оптическую плотность (ОП) финаль-
ных в анализе растворов определяли при длине волны 
450 нм с помощью спектрофотометра (Thermo Scientific 
Multiskan FC, США). На основании полученных значений 
ОП определяли концентрации антигенов Fusarium в об-
разцах (ед/г).

Для статистической обработки и визуализации по-
лученных данных использовали программы Microsoft 

Таблица 1. �Штаммы грибов Fusarium, использованные в исследовании

Table 1. �Fusarium strains used in the study

MFG* Вид гриба Происхождение, год выделения
Основные микоток-

сины

58727 F. graminearum Московская область, 2014 ДОН, ЗЕН

46504 F. culmorum Московская область, 2004 ДОН, ЗЕН

266011 F. langsethiae Краснодарский край, 2018 Т-2 токсин

236303 F. sporotrichioides Краснодарский край, 2016 Т-2 токсин

* номер штамма в коллекции лаборатории микологии и фитопатологии ФГБНУ ВИЗР.

Рис. 1. �Зерновки пшеницы, искусственно инокулированные грибом F. graminearum (справа) 
и их инфицированность грибом (слева), анализируемая на питательной среде (КСА, 
7 суток, 25 °C)

Fig. 1. �Wheat grains artificially inoculated with the F. graminearum strain (right) and their 
infection (left), analyzed on a nutrient medium (PSA, 7 days, 25 °C)
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Excel 2010 и GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Sofware, Inc.). 
Связь между количественными признаками оценивали с 
использованием линейного коэффициента корреляции 
Пирсона при условии достоверности различий p < 0,05. 
Различия между показателями оценивали с использо-
ванием t-критерий Стьюдента (p <  0,05).

Результаты и их обсуждение. Полученные результа-
ты показали, что исходное зерно пшеницы содержало 
следовые количества ДНК грибов Tri-Fusarium и анти-
генов Fusarium, не превышающие нижний достоверный 
предел методов определения, а модельные образцы 
существенно различались по анализированным количе-
ственным показателям (табл. 2).

Содержание ДНК Tri-Fusarium в модельных образ-
цах варьировало от 1340·10–4 до 7793·10–4 пг/нг, а ди-
апазон содержания антигенов фузариевых грибов со-
ставил 356–1453 ед/г. Максимальные количества ДНК 
Tri-Fusarium и антигенов Fusarium выявлены в образце 
зерна с зараженностью 1% штаммом F. sporotrichioides.

Логично, что с увеличением процента заражённых 
зёрен в образцах возрастали количества выявляемых 
ДНК (в 1,4–3 раза, в зависимости от вида) и антигенов 
Fusarium (в 1,3–2,3 раза). В среднем увеличение зара-
жённости зерна с 0,5 до 1% приводило к увеличению 
ДНК и антигенов в зерне в 1,7 раз.

Статистически достоверной связи между количе-
ствами ДНК Tri-Fusarium и антигенами анализируемых 
грибов в модельных образцах зерна не выявлено. Обна-
ружена достоверная положительная связь только меж-
ду количествами ДНК и антигенов наиболее агрессив-
ных видов F. graminearum и F. culmorum (r = +0,83–0,97, 
p < 0,05).

Согласно проведенным исследованиям ККТ, со-
ответствующая 1% зараженности зерна, составила 
при анализе ДНК Tri-Fusarium и антигенов Fusarium 
6472·10–4 пг/нг ДНК и 987 ед/г, соответственно (рис. 2). 
Данные значения могут быть количественными ориен-
тирами, соотвествующими рутинному визуальному ана-
лизу зараженности зерна, предлагаемому в настоящее 
время (ГОСТ 31646–2012). При выявлении количеств 
ДНК и антигенов фузариевых грибов, равных ККТ или 
выше, зерно в обязательном порядке должно подвер-
гаться микотоксикологическому анализу. Однако учи-
тывая видовое и внутривидовое разнообразие грибов 
Fusarium, на основании анализа содержания ДНК и анти-
генов отдельных видов мы устанавливаем нижний кри-
тический предел (КП) в случае ДНК — 3955·10–4 пг/нг, а 

антигенов Fusarium  — 596 ед/г, ко-
торые соответствуют показателям 
зерна с 1% зараженностью грибом 
F. graminearum, при выявлении ко-
торого зерно желательно отправ-
лять на анализ микотоксинов. Все 
партии зерна, у которых значения, 
выявленные аналитическими мето-
дами кПЦР и ИФА, ниже КП, могут 
без дополнительных анализов ис-
пользоваться на переработку.

Требования к качеству продук-
ции растениеводства, в частно-
сти зерна, с каждым годом растут 
и ужесточаются, поэтому назрела 
необходимость повышения объек-
тивности контроля его качества пе-
ред последующим использованием. 
Закреплённый ГОСТом 31646–2012 
метод определения содержания 

фузариозных зерен, основанный на визуальной оценке 
зерна пшеницы, приводит к значительной субъективно-
сти характеристики качества зерна. Известно, что розо-
вая окраска зерна может быть связана с инфицирован-
ностью бактериями (Roberts, 1974), физиологическими 
причинами (Семенов и др., 1976; Егорова и др., 2013).

Предлагаемые нами для определения зараженно-
сти зерна аналитические методы соответствуют требо-

Таблица 2. �Содержание ДНК и антигенов грибов Fusarium в модельных образцах зерна пше-
ницы

Table 2. �The contents of DNA and antigens of Fusarium fungi in model samples of wheat grain

Гриб
Зараженность 

зерна,%

Среднее содержание, ±ДИ

ДНК×10–4, пг/нг антигены, ед/г

Контроль 0 2±2 3±2

F. culmorum
0,5 4900±597 356±27

1,0 6824±943 646±32

F. graminearum
0,5 1340±629 544±131

1,0 3995±541 1254±45

F. langsethiae
0,5 4322±367 451±45

1,0 7274±2779 596±129

F. sporotrichioides
0,5 4408±1668 926±283

1,0 7793±1684 1453±187

Рис. 2. �Связь между зараженностью зерна грибами Fusarium и 
содержанием их ДНК (А) и антигенов (Б) в модельных 
образцах пшеницы

Fig. 2. �Relationship between the grain infection with Fusarium fungi and the 
contents of their DNA (A) and antigens (B) in model wheat samples
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ваниям системы менеджмента безопасности пищевой 
продукции, (Науменко и др., 2019). Создание скринин-
говой системы оценки количественного присутствия 
токсинопродуцирующих грибов в зерне позволит 
уменьшить временные потери на анализ и отбраковку 
явно загрязненных партий некачественного зерна. Вы-
явление значительного присутствия биомассы гриба 
(критический предел) будет сигнализировать о необ-
ходимости направления партии зерна на анализ мико-
токсинов. В тоже время отсутствие инфицированного 
фузариевыми грибами зерна (их ДНК или антигенов) 
позволит вовремя исключать из анализа чистые пар-
тии, что позволит значительно сэкономить денежные и 
трудозатраты.

Диагностическая ценность выявления содержания 
первичных метаболитов грибов Fusarium (ДНК, антиге-
ны) в тканях растения несомненна, но их использование 
сопряжено со значительными трудностями методиче-
ского характера, которые нельзя недооценивать. По-
скольку в одном образце зерна, а часто и в одной зер-
новке могут сосуществовать несколько видов грибов, 
продуцирующих различные микотоксины, то выявление 
одного вида гриба/микотоксина не является экономи-
чески эффективным вариантом анализа.

Использование в нашем исследовании для кПЦР 
группоспецифичных праймеров, способных выявлять 
ДНК всех грибов, продуцирующих трихотеценовые ми-
котоксины, свидетельствует о высокой перспективно-
сти ДНК-диагностики для количественного выявления 
грибов в зерне. Новизной исследования стал ИФА, 

позволяющий выявлять присутствие антигенов грибов 
Fusarium. Его преимуществом является возможность 
проведения скрининга содержания сразу всех видов 
фузариевых грибов в зерне, и достаточно быстрый от-
бор партий, однозначно не представляющих опасность 
по показателю содержания микотоксинов. Установле-
ние критических пределов по ДНК или антигенам гри-
бов Fusarium позволит объективно утверждать, что со-
держание любых видов фузариевых грибов ниже этих 
переделов, не приводит к накоплению микотоксинов в 
количествах, превышающих ПДК.

При выборе наилучшего варианта характеристики 
микробиологического качества зерна в случае массо-
вого скрининга, где в качестве критерия также прини-
мают материальные расходы и время, затраченные на 
анализ, использование ИФА, вероятно, является пред-
почтительней.

Выводы
Предложено аналитическое решение проблемы 

количественного определения в зерне грибов, в том 
числе значительно ухудшающих его качество. Система 
оценки количественного присутствия ДНК или антиге-
нов токсинопродуцирующих грибов Fusarium позволит 
производить скрининг партий зерна и их сортировку на 
заведомо свободные от регламентированных микоток-
синов и те, которые требуют дальнейшего микотоксико-
логического анализа. Важным преимуществом данной 
скрининговой системы является её объективность и 
скорость проведения анализа.
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Посевы озимых нужно спасать от мышей

Посевам озимых культур и многолетних трав в ряде ре-
гионов России серьезно угрожают мыши. Такой вывод 
следует из подготовленного Россельхозцентром фито-
санитарного обзора по итогам 2020 года и предвари-
тельным прогнозам на 2021 год.
 В документе отмечается, что в весенний период 2021 
года мышевидные грызуны продолжат заселять посе-
вы озимых зерновых культур, пастбища и лесополосы. 
Увеличение численности ожидается при возобновлении 
вегетации озимых зерновых культур весной. При сохра-
нении высокой численности мышевидные грызуны бу-
дут массово повреждать всходы озимых культур и мно-
голетние травы.

По данным Россельхозцентра, в 2020 году мыши были 
обнаружены на 6,2 млн га из обследованных 17,8 млн 
га. В ряде регионов отмечен рост их численности. Об-
работки проведены на 3,8 млн га. Наибольшие площади 
были обработаны в регионах Южного, Северо-Кавказ-
ского и Центрального федеральных округов.


