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Обобщены результаты комплексных исследований специфических посмертных микробиомов, выде-
ленных с поверхности костных останков, обнаруженных в составе исторических захоронений. С помо-
щью стандартных методов изучены 9 образцов, полученных с поверхностей бедренной и подвздошной 
костей, а также с поверхности костно-мышечного конгломерата в проекции передней поверхности крест-
ца. Выделенные изоляты отнесены к Ascomycota и Deuteromycota. Все культуры отличались выраженным 
фенотипическим полиморфизмом, низкой активностью внеклеточных гидролаз и высокой активностью 
мицелиальной каталазы, которая является фактором адаптации к условиям окислительного стресса, воз-
никающего из-за дефицита питательного субстрата для выделенных групп микроорганизмов. Более адап-
тированными к дефициту белков и углеводов могут считаться грибы рода Cladosporium. Выдвинуто пред-
положение, что в течение процесса разложения костных останков происходит процесс специфической 
реколонизации субстрата. Факторы окружающей среды, климатические и погодные явления, изменение 
окислительно-восстановительного потенциала костного матрикса некробионтами создают новые возмож-
ности для микробной инфильтрации костей. Первичных колонизаторов трупов сменяют микроорганизмы 
костных останков, способные приобретать питательные вещества и энергию из тканей костей, связок, во-
лос трупа, тем самым увеличивая собственное метаболическое и таксономическое разнообразие. Основ-
ная причина в реколонизации субстратов с ограниченным набором питательных веществ заключается в 
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лабильном ферментативном аппарате адаптированных к олиготрофии микроорганизмов. С помощью по-
лученных результатов становится возможной оценка вклада отдельных видов посмертного микробиома 
в изменение структуры костных фрагментов, что в дальнейшем позволит расширить доказательную базу 
судебно-медицинской экспертизы и судебной археологии.

Ключевые слова: судебно-медицинская экспертиза, судебная археология, некробиом, костные остан-
ки, фенотипический полиморфизм микроорганизмов, адаптация микроорганизмов.

Одним из актуальных направлений судеб-
ной медицины остается судебная археология 
[1], на значимость которой для идентификации 
фрагментов трупа указывал J. Davis в работе 
«Forensic archaeology» еще в 1992 году [2].  
В последние десятилетия, с накоплением но-
вых знаний в области экспертизы человеческих 
останков [3], все чаще становятся востребо-
ванными приемы и методы других наук, таких 
как тафономия, почвоведение, энтомология, 
ботаника, зоология. Так, при комплексном ис-
пользовании методов стратиграфии, остеоар-
хеологии, палинологии и энтомологии растет 
вероятность определения не только происхож-
дения костных останков, но и давности кон-
кретного исторического захоронения. Однако, 
несмотря на достигнутые успехи в судебной 
археологии, проблемное поле этого раздела 
судебно-медицинской экспертизы продолжа-
ет расти и на сегодняшний день охватывает 
еще более широкий круг научных дисциплин. 
К такой дисциплине относится и микробио-
логия, позволяющая с помощью специальных 
методов оценить значимость посмертного 
микробиома для решения конкретных задач в 
процессе исследования неидентифицирован-
ных захоронений. При анализе некробиома 
учитывается, что развитие микроорганизмов 
всегда сопровождается снижением концентра-
ции доступного питательного субстрата и уве-
личением количества продуктов микробного 
метаболизма, изменяющих условия окружа-
ющей среды. В составе некробиома эти изме-
нения способствуют правопреемственности в 
систематическом и физиологическом разноо-
бразии бактерий, которое связано, прежде все-

го, с большим спектром химических реакций, 
с помощью которых представители некробио-
ма получают источники азота и углерода для 
питания и энергию для роста, поддержания 
клеточного гомеостаза и размножения [4]. 
Физико-химические параметры, определяю-
щие скорость макроскопического изменения 
разлагающегося трупа [5], аналогичны кофак-
торам, которые ингибируют или стимулируют 
рост микробов. Первичные факторы включа-
ют в себя температуру, активность воды, рН 
субстрата, доступность кислорода, содер-
жание питательных веществ и физическую 
структуру ложа трупа. В совокупности пере-
численные факторы создают условия, благо-
приятствующие развитию определенных ви-
дов бактерий и микроскопических грибов. 

Известно, что костная ткань представ-
ляет собой специфический разлагающийся 
субстрат, состоящий из ограниченного запа-
са питательных веществ, в основном в виде 
соединений кальция и фосфора. Тем не ме-
нее в некоторых исследованиях приводится 
факт микробно-опосредованного воздействия 
на костную ткань трупа [6]. В 2015 году на 
базе кафедры антропологии Университета 
Теннесси с помощью культурально-незави-
симого секвенирования бактерий, выделен-
ных с поверхности костных останков челове-
ка, идентифицированы доминантные группы 
микроорганизмов - Proteobacteria, Firmicutes, 
Bacteroidetes, Actinobacteria и Acidobacteria 
[7]. Также установлено, что с увеличением 
срока разложения в образцах костей снижа-
ется количество Firmicutes и Bacteroidetes, а 
численность α-, γ-, протео- и актинобактерий 
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увеличивается. В образцах костей с перио-
дом разложения более 2 лет выделены аци-
добактерии, принадлежащие к семействам 
Solibacteraceae и Koribacteraceae, и виды се-
мейств Pseudomonadaceae, Clostridiaceae и 
Tissierellaceae. Бактерии и микроэукариоты с 
коллагеназной активностью используют кол-
лаген в качестве единственного источника 
азота и углерода для удовлетворения своих 
метаболических потребностей. С помощью 
метода накопительных культур и оценки био-
химической активности установлено, что 17 % 
микробных изолятов в составе микрофлоры 
костных останков и почвы ложа трупа содер-
жат коллагеназу. Однако попытки предложить 
конкретные изоляты в качестве тафонных аген-
тов костной биодеградации не дали надежных 
результатов [8]. 

В данном исследовании приводятся ре-
зультаты идентификации микроорганизмов, 
выделенных с поверхностей бедренной и под-
вздошной костей, а также с поверхности кост-
но-мышечного конгломерата в проекции перед-
ней поверхности крестца, обнаруженных при 
изучении исторического захоронения. У чистых 
культур микроскопических грибов определен 
уровень мицелиальной каталазы. Субстратом 
для каталазы является перекись водорода, ко-
торая ферментативно разрушается до Н2О и О2 
согласно уравнению

2H2O2 →2H2O + O2

Выбор фермента для анализа биохимиче-
ской активности микроорганизмов обусловлен 
преимуществом реакций окисления и гидроли-
за, возникающих при деструкции природных 
объектов. Кроме того, при остеоархеологиче-
ских исследованиях с использованием микро-
организмов необходимо учитывать факт, что 
биосинтез внеклеточных оксидоредуктаз мо-
жет повышать устойчивость грибов к неблаго-
приятым внешним воздействиям. Понимание 
того, какие факторы влияют на состав некро-
биома костных останков человека и как отдель-
ные виды посмертного микробиома могут из-

менить структуру костей, позволит расширить 
доказательную базу судебно-медицинской экс-
пертизы и пополнить данные в области судеб-
ной археологии.

Материалы и методы. Исследования вы-
полнены в период с 26 апреля по 3 июня  
2016 года на базе медицинского института Пе-
трозаводского государственного университета. 
Пробы микроорганизмов в составе некробиома 
костей отбирали с соблюдением правил асеп-
тики методом смывов для объективной оцен-
ки качества и количества микробных клеток в 
составе анализируемых образцов. При отборе 
проб учитывали место взятия, им присваивали 
определенный порядковый номер: 1, 2а, 3–7, 8а, 
9 – смывы с передней поверхности диафиза пра-
вой бедренной кости; 2б – смыв с поверхности 
костно-мышечного конгломерата в проекции 
передней поверхности крестца; 8б – смыв с вну-
тренней поверхности левой подвздошной кости 
(таз); 10 - контроль стерильности. Контрольная 
проба необходима для проверки стерильности 
изотонического раствора NaCl, который стан-
дартно используется при отборе проб микро-
организмов для исследования твердых поверх-
ностей.

Для оценки видовой принадлежности и 
численности микроорганизмов в составе смы-
вов с костных останков применяли стандарт-
ные микроскопические и бактериологические 
методы исследования. Ультраструктуру микро-
организмов изучали с помощью прижизнен-
ных [9] и фиксированных препаратов, которые 
просматривали в 3 полях зрения на микроско-
пе «Motic» (Китай). Для дифференциального 
окрашивания гиф микроскопических грибов 
готовили смесь Судана 3. На микроскопиче-
ских препаратах учитывали морфологию кле-
ток и ультраструктурные признаки: септиро-
ванность мицелия, особенность гиф, наличие 
эндо- и экзоспор. Способность к росту и ути-
лизации углерод- и азотсодержащих субстратов 
оценивали с помощью основных (мясо-пеп-
тонный агар - МПА, мясо-пептонный бульон - 
МПБ), элективных (кровяной агар - КА) и 
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дифференциально-диагностических сред Гис-
са. На жидких и агаризованных средах учиты-
вали культуральные признаки, характер роста,  
образование биопленок, биохимическую ак-
тивность. Численность микробных клеток 
выражали в колониеобразующих единицах в  
0,1 мл инокулюма (КОЕ/мл) и рассчитывали 
как общее количество микроорганизмов, спо-
собных к росту на поверхности МПА в тече-
ние 48 ч (24 ч инкубации при 37 С° и 24 ч при 
комнатной температуре); количество микро-
организмов, образующих зону гемолиза на 
КА (48 ч инкубации при 37 С°); количество 
микромицетов, вырастающих на агаре Сабуро 
(14 сут инкубации при комнатной температу-
ре). Биохимическую активность выделенных 
микроорганизмов в отношении мицелиаль-
ной каталазы выражали в активных единицах  
(а. е.), учитывая убыль Н2О2 с помощью спек-
трофотометра «LEKI» («MEDIORA OY», Фин-
ляндия) при длине волны λ = 240 нм. 

Результаты. Выделенные культуры ми-
кроорганизмов характеризовались незначи-
тельным биоразнообразием. В результате ми-
кробиологического исследования получено 6 
изолятов, способных расти на МПБ и формиро-
вать изолированные колонии на средах МПА, 
КА и Сабуро и отличающихся набором феноти-
пических признаков (см. таблицу, с. 160).

При количественном учете микроорганизмов 
в составе исследуемых смывов установлена раз-
личная степень контаминации микроорганизма-
ми поверхностей обнаруженных костей: перед-
ней поверхности диафиза правой бедренной 
кости – от 3,8 до 7,6 %, внутренней поверхности 
левой повздошной кости и костно-мышечного 
конгломерата в проекции передней поверхности 
крестца - от 11,5 до 19,2 %. Максимальная чис-
ленность клеток обнаружена в пробе 2б (костно-
мышечный конгломерат в проекции передней 
поверхности крестца) – 174 КОЕ/мл, а мини-
мальная – в пробе 6 (18 КОЕ/мл). Пробы отли-
чались количеством остаточной органики, что 
сказалось на неровном распределении клеток 
микроорганизмов в образцах. 

По совокупности изученных признаков 
выделенные микроорганизмы отнесены к As-
comycota (сумчатым грибам) и Deuteromycota 
(несовершенным грибам). Большинство гри-
бов отдела Ascomycota  являются типичными 
сапрофитами, имеют хорошо развитый сеп-
тированный мицелий и, как правило, только 
одно гаплоидное ядро. В результате полового 
процесса данные микроорганизмы формиру-
ют аски с аскоспорами. Отдел представлен са-
харомицетами. С поверхности диафиза правой 
бедренной кости и костно-мышечного конгло-
мерата выделены Saccharomycetes с псевдо-
гифами, появление которых ряд авторов [10] 
связывают с дефицитом азотного и углерод-
ного питания. У таких культур увеличивает-
ся G2-фаза клеточного деления, в результате 
чего клетки удлиняются и трансформируются 
в псевдогифы.  Deuteromycota представлены 
родом Cladosporium, который часто домини-
рует среди несовершенных грибов. Для мор-
фологических особенностей рода характерно 
наличие базальных конидий, отличающихся 
по форме и величине в составе микрофлоры 
изученных смывов. 

Характерно, что на 5-8-е сутки культи-
вирования все выделенные изоляты на КА 
проявляли гемолитическую активность при 
отсутствии роста на средах с углеводами и из-
бирательном росте на средах с белками. Из-
вестно, что экзотоксины формируются, когда 
достигается большой пул первичных метабо-
литов в виде аминокислот, ацетата, пирувата и 
т. д. Таким образом, синтез токсинов у выде-
ленных микромицетов объясняется необходи-
мостью уменьшения количества предшествен-
ников, которые в дальнейшем не требуются 
для метаболизма и, согласно полученным ре-
зультатам, являются косвенными показателя-
ми низкой активности внеклеточных глико-
литических и протеолитических ферментов 
Ascomycota и Deuteromycota  в составе некро-
биома костей.

Активность биосинтеза внеклеточной ок-
сидоредуктазы на примере мицелиальной ка-
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ОСНОВНЫЕ ПРИЗНАКИ МИКРООРГАНИЗМОВ, ВЫДЕЛЕННЫХ 
ИЗ КОСТНЫХ ОСТАНКОВ

№ 
пробы

Характеристика 
колоний Морфология клеток

Рост клеток

на средах 
с углеводами

на средах 
с белками

на КА, 
гемолиз

2б,
6,
9

Плотные, возвышающиеся над 
средой, кожистые, серовато-

белого цвета, глубоко врастают 
в среду, без обильных складок

мицелий не 
септированный, 

отдельные хламидоспоры, 
микроконидии иногда 

овальной или грушевидной 
формы

К– Г–

В виде 
хлопье-
видного 

осадка, H2S
–

+

2а,
4,
9

Кожистые, складчатые, 
с серовато-белым мицелием. 

Много очерченных радиальных 
борозд, сходящихся в центре

Мицелий ветвящийся 
септированный, 

микроконидии овальной 
формы

К– Г–

В виде 
хлопье-
видного 
белого 

осадка, H2S
+

+

2а,
2б,
3,
5,
6

Плоские, желтые, 
сметанообразной 

консистенции, с гладкой 
блестящей поверхностью 

и ровными краями

Мицелий ветвящийся, 
микроконидии овальной 

формы, псевдогифы
К– Г–

В виде 
хлопье-
видного 
белого 

осадка, H2S
+

+

2б,
7,
8а,
8б

Плоские, кремовые, 
сметанообразной консистен-

ции, с гладкой блестящей 
поверхностью и ровными 

краями

Мицелий ветвящийся, 
микроконидии овальной 

формы
К– Г–

В виде 
хлопье-
видного 
белого 

осадка, H2S
+

+

1,
2а,
4,
9

Плоские, белые, 
сметанообразной 

консистенции, с гладкой 
блестящей поверхностью 

и ровными краями

Мицелий ветвящийся, 
микроконидии овальной 

формы
К– Г–

В виде 
хлопье-
видного 
белого 

осадка, H2S
+

+

1,
2а,
2б,
8а,
8б

Бледно-серые, в центре светло-
коричневые с бежевым краем, 

порошистые
Дрожжевидные споры К– Г–

В виде 
хлопье-
видного 
белого 

осадка, H2S
+

+

Примечание: К- Г- - отсутствие продуктов гликолиза в виде кислоты (К-) и СО2 (Г
-).
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талазы Saccharomycetes и Cladosporium изменя-
лась от 0,10 до 0,21 а. е. (см. рисунок). Во всех 
вариантах опыта средние значения активности 
мицелиальной каталазы грибов рода Cladospo-
rium (0,19 а. е.) оказались в 1,7 раза выше ок-
сидоредуктазной активности Saccharomycetes 
(0,11 а. е.). Сахаромицеты, выделенные с образца 
6 (смыв с передней поверхности диафиза правой 
бедренной кости), обладали нулевыми значения-
ми активности каталазы. В остальных вариантах 
смывов с костей для Saccharomycetes активность 
фермента менялась от 0,10 до 0,14 а. е. Для Cla-
dosporium во всех случаях обнаружена мицели-
альная каталаза, активность которой изменялась 
от 0,13 а. е. (образец 2б – смыв с поверхности 
костно-мышечного конгломерата в проекции 
передней поверхности крестца) до 0,21 а. е. (об-
разец 5 – смыв с передней поверхности диафиза 
правой бедренной кости).

Установлена различная активность фермен-
та для разных стадий развития Deuteromycota: 

анаморфы и телеоморфы. Несмотря на то, что 
Cladosporium (анаморфа) является случайным 
микромицетом на костных останках, а Hormogo-
nis (телеоморфа) – активным биодеструктором, 
во всех вариантах активность мицелиальной 
каталазы Cladosporium была выше на 0,03–
0,07 а. е. при одинаковом среднем уровне 
активности 0,19 а. е.

Обсуждение. Вероятно, что ограниченный 
запас питательных веществ костной ткани при-
водит не только к снижению численности и 
биоразнообразия микроорганизмов, контамини-
рующих кости, но и к увеличению активности 
ферментов антиоксидантной защиты микроор-
ганизмов. В данном случае мицелиальная ката-
лаза является фактором адаптации к условиям 
окислительного стресса, возникающего из-за 
дефицита питательного субстрата для выделен-
ных групп микроорганизмов. Более адаптиро-
ванными к дефициту белков и углеводов можно 
считать грибы рода Cladosporium.

Активность мицелиальной каталазы культур микроорганизмов, выделенных из костных останков
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Полученные результаты объективны с 
позиции кометаболизма микроорганизмов в 
природных ассоциациях, когда активный ме-
таболизм легкодоступной органики приводит 
к активации метаболизма труднодоступного 
субстрата ассоциацией плесневых и дрож-
жеподобных грибов, чем и объясняет их до-
минирование в исследованных некробиомах. 
Доминирование Ascomycota и Deuteromycota 
в составе некробиома костей является ре-
зультатом их быстрой адаптации к труднодо-
ступному питательному субстрату с последу-
ющим вытеснением менее адаптированных, 
как правило бактериальных, видов микроор-
ганизмов. 

Анализируя литературные данные и ре-
зультаты собственных исследований, можно 
предположить, что в течение процесса разло-
жения костных останков происходит процесс 
специфической реколонизации, или повтор-
ной колонизации субстрата. Факторы окру-
жающей среды, климатические и погодные 
явления, изменение окислительно-восстано-
вительного потенциала костного матрикса не-
кробионтами создают новые возможности для 
микробной инфильтрации костей. Первичные 

колонизаторы свежих трупов могут быть за-
менены микроорганизмами костных останков, 
способными приобретать питательные веще-
ства и энергию из тканей костей, связок, волос 
трупа, тем самым увеличивая собственное ме-
таболическое и таксономическое разнообра-
зие. Основная причина в реколонизации суб-
стратов с ограниченным набором питательных 
веществ заключается в лабильном фермента-
тивном аппарате адаптированных к олиготро-
фии микроорганизмов. Подобное предположе-
ние не дает четкого представления о сложных 
взаимодействиях между таксонами микроор-
ганизмов в составе некробиома и используе-
мым субстратом, однако позволяет выдвинуть 
новые гипотезы о вовлечении микроорганиз-
мов в круговорот вещества и энергии, что при-
менимо не только к микробной экологии, но 
также к судебной археологии и судебно-меди-
цинской экспертизе. Дальнейшие исследова-
ния микрофлоры костных останков позволят 
выйти за рамки эмпирического подхода и по-
лучить объективно измеряемые переменные, 
и это будет полезно как для ретроспективных, 
так и для экспериментальных исследований в 
области судебной медицины. 
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PECULIARITIES OF MICROBIOTA OF BONE REMAINS  
AND THEIR USE IN FORENSIC EXAMINATION

This article summarizes the results of complex studies on specific postmortem microbiomes isolated 
from the surface of bone remains found in the composition of historical burials. Using standard methods, 
9 samples were obtained from the surfaces of the femur and the ilium as well as from the surface of 
the musculoskeletal conglomerate in the anterior projection of the sacrum surface. The isolates were 
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identified as Ascomycota and Deuteromycota. In all the cultures we observed pronounced phenotypic 
polymorphism, low activity of extracellular hydrolases, and high activity of mycelial catalase, which is 
a factor of adaptation to the conditions of oxidative stress arising from deficiency of nutrient substrate 
for the isolated groups of microorganisms. Fungi of the genus Cladosporium can be considered better 
adapted to protein and carbohydrate deficiency. We have suggested that in the course of decomposition 
of bone remains, specific recolonization of the substrate takes place. Environmental factors, climatic and 
weather phenomena as well as changes in the oxidation-reduction potential of the bone matrix caused 
by necrobiont fauna create new opportunities for microbial infiltration into bones. Primary colonizers of 
corpses are replaced by microorganisms of bone remains capable of acquiring nutrients and energy 
from the tissues of bones, ligaments and hair, thereby increasing their own metabolic and taxonomic 
diversity. The main reason for recolonization of substrates with a limited set of nutrients is the labile 
enzymatic apparatus of the microorganisms adapted to oligotrophy. The results obtained allow us to 
estimate the contribution of certain postmortem microbiome species to the changes in the structure of 
bone fragments, which in future can expand the evidence base for forensic medical examination and 
forensic archaeology.

Keywords: forensic medical examination, forensic archaeology, necrobiome, bone remains, phenotypic 
polymorphism of microorganisms, adaptation of microorganisms.
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