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масштабная вспышка болезни, вызванной виру-
сом зика (ZIKV), в странах северной, центральной, 
Южной америки, карибского и тихоокеанского ре-
гионов представляет собой проблему для междуна-
родного здравоохранения. эпидемическое распро-
странение лихорадки зика, наблюдающееся с начала 
2015 г., в настоящее время охватило уже 31 страну. 

по данным панамериканской организации здраво-
охранения (Pan American Health Organization, PAHO, 
www.paho.org), с начала 2015 г. по февраль 2016 г. 
выявлено более 130000 случаев заболевания с кли-
нической картиной, характерной для этой инфекции 
[16]. наиболее неблагоприятная эпидемическая ситу-
ация по лихорадке зика в настоящее время складыва-
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эпидемическое распространение лихорадки зика послужило основанием для объявления всемирной органи-
зацией здравоохранения чрезвычайной ситуации в области международного здравоохранения. для россии основ-
ные риски связаны с заносом инфекции лицами, заразившимися на эпидемиологически неблагополучной тер-
ритории, или завозом транспортными средствами международного сообщения инфицированных вирусом зика 
переносчиков. в связи с этим разработан и нормативно регламентирован комплекс мероприятий по профилактике 
болезни, вызываемой вирусом зика, включающий меры по предотвращению заноса инфекции с энзоотичных 
территорий, мониторинг распространения переносчиков вируса Ae. aegypti и Ae. albopictus, порядок дезинфек-
ционных мероприятий. разработан и внедрен в практику отечественный препарат для лабораторной диагностики 
и детекции рнк вируса зика методом пцр. в статье рассматриваются вопросы возможного распространения 
переносчиков болезни в южных регионах россии в связи с потеплением климата. делается заключение, что в 
настоящее время вероятность локальной передачи вируса зика в цикле «человек–комар» крайне мала и осложне-
ний эпидемиологической ситуации по арбовирусным инфекциям, передаваемым Ae. aegypti и Ae. albopictus, не 
ожидается.
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ется в бразилии, колумбии, сальвадоре, венесуэле, 
суринаме, мартинике. также за период 2014–2016 гг. 
в мире зарегистрировано более 200 завозных случаев 
лихорадки зика [17], в том числе один в российскую 
Федерацию из доминиканской республики. 

складывающаяся ситуация послужила основа-
нием для объявления всемирной организацией здра-
воохранения чрезвычайной ситуации в области между-
народного здравоохранении в связи с лихорадкой зика 
[7] и необходимости реализации целого комплекса орга-
низационных и практических мер по оказанию поддерж-
ки странам, эпидемиологически неблагополучным по 
лихорадке зика. воз и ее региональными представи-
тельствами разработан ряд методических докумен-
тов по вопросам надзора за неврологическими рас-
стройствами и врожденными аномалиями развития 
нервной системы, ассоциированными с лихорадкой 
зика, лабораторной диагностики лихорадки зика [6, 
15], усилению сотрудничества государств-членов в 
целях совершенствования алгоритмов обнаружения, 
предотвращения и реагирования на вспышки инфек-
ционных болезней, вызываемых арбовирусами, ме-
рам борьбы и контроля за численностью комаров как 
основных переносчиков, предотвращению возмож-
ности передачи вируса зика при переливании крови.

в российской Федерации также разработан и реа-
лизуется комплекс мер, направленных на противодей-
ствие распространению болезни, вызванной вирусом 
зика. следует отметить, что основные риски связа-
ны с заносом этой болезни в россию лицами, зараз-
ившимися на эпидемиологически неблагополучной 
территории, или завозом транспортными средствами 
международного сообщения инфицированных виру-
сом зика переносчиков возбудителя болезни.

постановлением главного государственного са-
нитарного врача российской Федерации от 10.02.2016 
№ 14 «о мерах по недопущению распространения на 
территории российской Федерации лихорадки зика» 
определены первоочередные меры в рамках санитар-
ной охраны территории страны от возможного завоза 
и распространения лихорадки зика, включающие 
комплекс рекомендаций в части предупреждения 
распространения и профилактики, методического 
обеспечения готовности медицинских организаций 
к диагностике лихорадки зика и оказания медицин-
ской помощи больным, обеспечения безопасности 
донорской крови и ее компонентов, актуализации 
нормативных и методических документов, касаю-
щихся дезинфекционных и дезинсекционных меро-
приятий, информирования о рисках при посещении 
стран, неблагополучных по лихорадке зика, и мерах 
профилактики заболевания.

в целях реализации положений постановления 
руководителем Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия че-
ловека 10.02.2016 г. утвержден план мероприятий по 
недопущению завоза и распространения лихорадки 
зика на территории российской Федерации. среди 
основных организационных мер предусмотрены 

организация информационно-аналитического мони-
торинга развития эпидемиологической ситуации по 
лихорадке зика в мире, прогнозно-аналитическая 
оценка возможного распространения и численности 
переносчиков вируса зика в российской Федерации, 
подготовка специалистов-энтомологов по вопро-
сам организации и проведения эпизоотологического 
мониторинга за основными переносчиками вируса 
зика, организация межведомственного взаимодей-
ствия по вопросам профилактики инфекции, а так-
же международного взаимодействия по вопросам 
информационного обмена в рамках международных 
организаций, регионального партнерства и объеди-
нений государств.

планом предусматривается актуализация ком-
плексных мероприятий по санитарной охране тер-
риторий субъектов российской Федерации с учетом 
эпидемиологической ситуации по лихорадке зика в 
мире, организация и проведение дополнительных 
мероприятий по усилению санитарно-карантинного 
контроля в пунктах пропуска через государственную 
границу российской Федерации в отношении лиц и 
транспортных средств, прибывающих из неблаго-
получных по лихорадке зика регионов, организация 
дезинсекционных обработок транспортных средств 
при обнаружении переносчиков возбудителей транс-
миссивных вирусных лихорадок, немедленное ин-
формирование Федеральной службы по надзору в 
сфере защиты прав потребителей и благополучия 
человека при регистрации случаев с подозрением на 
лихорадку зика и проведение регламентированного 
комплекса санитарно-противоэпидемических (про-
филактических) мероприятий по недопущению рас-
пространения опасных инфекционных болезней на 
территории российской Федерации.

Федеральной службой по надзору в сфере за-
щиты прав потребителей и благополучия человека 
подготовлено и направлено информационное письмо 
для руководителей управлений роспотребнадзора и 
Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии» в субъектах 
российской Федерации «о ситуации по лихорадке зика 
и дополнительных противоэпидемических мерах», 
содержащее рекомендации по усилению мероприя-
тий по обеспечению санитарно-эпидемиологического 
благополучия населения и санитарной охраны терри-
тории российской Федерации.

также к настоящему времени разработаны и на-
правлены для использования в работе рекомендации 
по отбору материала для исследования на наличие 
рнк вируса зика и порядке его направления на ис-
следования, где приведены способы забора, хранения 
и транспортировки биоматериала для дальнейшего 
исследования методом пцр. важнейшим направ-
лением реализации постановления главного госу-
дарственного санитарного врача рФ от 10.02.2016 г. 
№ 14 и плана мероприятий роспотребнадзора по 
недопущению завоза и распространения лихорадки 
зика на территории страны является обеспечение го-
товности к проведению лабораторных исследований 
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на лихорадку зика и проведению углубленных виру-
сологических и молекулярно-генетических исследо-
ваний возбудителя. схема лабораторной диагности-
ки лихорадки зика аналогична диагностике других 
флавивирусных инфекций и основана на выделении 
вируса из биологического материала, обнаружении 
в нем маркеров ZIKV с помощью серологических и 
молекулярно-генетических тестов. 

основной лимитирующий фактор широкого ис-
пользования серологических тестов при диагностике 
лихорадки зика – выраженная перекрестная иммуно-
реактивность сывороток больных в отношении род-
ственных флавивирусов (денге, чикунгунья, япон-
ского энцефалита и др.) [11].

важнейшее значение в постановке диагноза 
придается детекции рнк вируса в анализируемом 
образце с помощью пцр (от-пцр). этому методу 
от-пцр на сегодняшний день отводится ведущая 
роль в диагностике лихорадки зика в первую неде-
лю заболевания. вирус обнаруживается в биологиче-
ских жидкостях больных лихорадкой зика – в плазме 
и сыворотке крови (в первую неделю заболевания 
концентрация вируса в крови находится в диапазо-
не от 103 до 5·105 коп/мл), слюне (первая неделя за-
болевания), моче (с 3–5 до 10–15-го дня болезни), 
сперме (возможно обнаружение вируса в инкубаци-
онном периоде, а также позднее двух недель после 
выздоровления в концентрации от 107 коп/мл), груд-
ном молоке. следует отметить, что возможно выяв-
ление рнк вируса в слюне при отрицательных ре-
зультатах исследования крови (до 20 %) и получение 
положительных результатов исследования крови при 
отрицательных результатах исследования слюны (до 
10 %). в связи с этим на первой неделе болезни реко-
мендуется одновременное исследование проб слюны 
и крови от больных, подозрительных на заболевание 
лихорадкой зика.

в настоящее время разработан и внедрен в прак-
тику отечественный препарат для лабораторной диа-
гностики и детекции рнк вируса зика методом пцр 
«амплисенс Zika virus-FL». доступны несколько 
валидированных генодиагностических наборов за-
рубежного производства для детекции рнк вируса – 
RealStar Zika Virus RT-PCR Kit 1.0 (Altona diagnos-
tics GmbH, германия), Zika virus ready-to-use PCR 
kit (Genekam Biotechnology AG, германия), Liferiver 
Zika Real Time RT-PCRkit (LiferiverBio–Tech, сШа) 
и ряд других. имеется также ряд перспективных 
отечественных разработок, предназначенных для ла-
бораторной диагностики лихорадки зика, среди ко-
торых средства иммунодетекции вируса в формате 
иммуночипов, набор реагентов для выявления спец-
ифических антител к вирусу зика методом тиФа. 

наряду с комплексом мер по санитарной охране 
территории российской Федерации важная роль от-
водится организации систематического эпизоотоло-
гического мониторинга комаров Ae. aegypti и Ae. al-
bopictus – эффективных переносчиков вируса зика и 
некоторых других опасных арбовирусов, прежде все-

го в регионах, где они были обнаружены в последние 
годы, а также на территориях, где возможно их рас-
пространение.

специалистами института медицинской пара-
зитологии и тропической медицины им. е.и.мар ци-
новского и Фкуз «ставропольский нипчи» комары 
Ae. aegypti были выявлены в причерноморской зоне 
сочи на участках побережья от государственной гра-
ницы с республикой абхазия до туапсе. территория 
возможного распространения этого комара охва-
тывает участки вдоль черноморского побережья 
краснодарского края до п. джубги туапсинского 
района и вглубь побережья до высоты красной 
поляны (538 м над уровнем моря). комары Ae. al-
bopictus зафиксированы на черноморском побережье 
краснодарского края до п. джубги и в п. красная 
поляна. на территории республики абхазия комары 
Ae. albopictus и Ae. aegypti обнаружены на побережье 
от сухума до российской границы [1, 2, 3].

Возможное распространение комаров Ae. ae-
gypti и Ae. albopictus. согласно данным литературы 
[4, 5], ареал вида Ae. albopictus ограничивается тер-
риториями с изотермой января (–1...–3 °с). комары 
Ae. aegypti более теплолюбивые, ареал этого вида 
ограничен изотермой января 0 °с. еще один клима-
тический фактор, ограничивающий распростране-
ние комаров, – среднегодовая сумма осадков не ме-
нее 450 мм. кроме климатических факторов, важны 
индекс NDVI (normalized difference vegetation index), 
который используется для определения густоты по-
крытия территории растительностью (определяется 
с использованием методов дистанционного зонди-
рования земли из космоса), и плотность населенных 
пунктов [10]. NDVI является, с одной стороны, ин-
дикатором локальных показателей увлажненности, 
с другой – индикатором возможных мест выплода 
Ae. albopictus и, отчасти, Ae. aegypti, так как для гу-
стой растительности характерна повышенная влаж-
ность. плотность населенных пунктов важна для 
прогноза распространения комаров, так как оба вида 
синантропны.

многолетние наблюдения за расселением Ae. ae-
gypti и Ae. albopictus показывают, что глобальное по-
тепление климата является определяющим фактором 
для расширения их ареала [4, 5]. заметное расшире-
ние ареала комаров данных видов произошло именно 
после 2000 г., когда климатические изменения стали 
наиболее заметны. потепление климата имеет свои 
особенности на территории российской Федерации 
в силу географического положения нашей страны. в 
частности, в россии происходит более быстрое повы-
шение средних температур, причем в основном в зим-
ние месяцы, что позволяет успешно перезимовывать 
комарам этих видов. прогнозные оценки, проведен-
ные в 2013 г. [4, 5], позволяют определить области, 
которые станут пригодными для обитания комаров 
Ae. aegypti и Ae. albopictus при глобальном потепле-
нии на 1,5 °с по сравнению с периодом 1980–2000 гг. 
при условии сохранившейся тенденции потепления 
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климата Ae. aegypti в будущем могут заселить боль-
шую часть территории крыма и дагестана, а Ae. al-
bopictus – еще и территорию украины, беларуси и 
прилегающей к ним европейской части россии.

в настоящее время возможно расселение 
Ae. albopictus на территории южного берега крыма 
в районе городов-курортов ялта и алушта. на 
черноморском побережье кавказа его дальней-
шее распространение возможно до п. кабардинка 
геленджикского района. 

по данным метеостанции «махачкала», сред-
негодовая температура с 2001 по 2014 год повы-
силась на 0,71 °с (0,05 °с в год) при увеличиваю-
щимся среднегодовом количестве осадков. при со-
храняющихся тенденциях благоприятные условия 
для расселения комаров в низменных и наиболее 
увлажненных районах дагестана возможны че-
рез 15–17 лет. по данным метеостанций «сочи», 
«красная поляна», «краснодар», «ростов-на-дону», 
«армавир», «ставрополь» к 2015 г. сложились под-
ходящие климатические условия для расселения 

комаров Ae. aegypti на черноморском побережье 
кавказа, в Юго-западных районах краснодарского 
края. среднемесячные температуры и суммы го-
довых осадков в последние годы были достаточны 
для выживаемости комаров. по всей территории 
краснодарского края, за исключением высот более 
700 м н.у.м., в настоящее время имеются благопри-
ятные условия для существования Ae. albopictus. 
в то же время метеоусловия ростовской области и 
ставропольского края пока не благоприятны для раз-
множения комаров этих видов (рисунок). учитывая, 
что в краснодарском крае города и поселки не интен-
сивно агрегированы, расселение комаров возможно 
в основном за счет завоза яиц и личинок с грузами 
из регионов, где эти комары уже обитают, что значи-
тельно снизит вероятность их распространения.

температурные условия зимних месяцев на тер-
ритории южного берега крыма (Юбк) в отдельные 
годы могут быть благоприятными для зимовки яиц 
комаров данных видов в случае завоза и размноже-
ния имаго в теплое время года. в то же время ми-

среднемесячные температуры янва-
ря (А), суммы осадков (Б) и многолет-
ние тренды, по данным метеостанций 
«краснодар» и «ростов-на-дону»
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нимальным рекордом является температура зимы 
(–10,2 °C) в 2006 г. (ялта). основные территории 
полуострова – это типичные степные ландшафты с 
недостаточной для комаров данных видов влажно-
стью. следовательно, благоприятные условия для 
быстрого размножения, поддержания стабильной 
популяции на Юбк и дальнейшего распространения 
комаров Ae. aegypti и Ae. albopictus на север по тер-
ритории крымского полуострова в настоящее время 
отсутствуют. 

следует обратить внимание, что еще в 30–50-х 
годах прошлого столетия Ae. aegypti обитали на чер-
номорском побережье кавказа и Юбк [8]. при этом 
среднегодовая температура воздуха в сочи в 1930–
1950 гг. была на 0,63 °с ниже периода 2001–2014 гг. 

вероятно, расселение комаров Ae. aegypti и 
Ae. albopictus не лимитируется полностью только 
указанными выше климатическими факторами.

в пользу вывода о крайне малой вероятно-
сти установления локальной передачи вируса в ци-
кле «человек–комар» на территориях российской 
Федерации говорят приведенные недавно сведения 
о динамике накопления флавивирусов в слюнных 
железах переносчиков и критичных для нее клима-
тических факторах (среднесуточные температуры не 
ниже 25 °с в течение большей части года, высокая 
влажность) [12]. 

дополнительным свидетельством в пользу этой 
позиции является и тот факт, что и другие тропи-
ческие флавивирусные лихорадки (денге, желтая и 
т.д.), переносчиками возбудителей которых являются 
комары рода Aedes тех же видов, в настоящее время 
на территории российской Федерации не отмечены. 

по направлению совершенствования дезин-
фекционных (дезинсекционных) мероприятий раз-
работан ряд методических документов по вопросам 
защиты населения от переносчиков инфекции, мо-
ниторингу комаров и технологии дезинсекционных 
обработок объектов окружающей среды, дезинфек-
ционных режимов медицинских организаций при 
поступлении больного (подозрительного на забо-
левание) лихорадкой зика. отдельное внимание в 
плане профилактических мероприятий в отношении 
лихорадки зика уделяется проведению исследований 
по оценке чувствительности основных переносчиков 
заболевания к используемым дезинсектицидам (лар-
вицидам) и формированию на их основе рекомендуе-
мых к применению перечней препаратов.

установлено, что популяции Ae. aegypti и Ae. al-
bopictus полностью восприимчивы к перитроидам. 
согласно данным американских исследователей [13], 
в сШа встречаются популяции комаров Ae. albopic-
tus, устойчивые к ддт, карбофосу, органофосфа-
там и к некоторым регуляторам роста насекомых. в 
таиланде некоторые популяции Ae. aegypti и Ae. al-
bopictus демонстрировали устойчивость к «Temephos» 
и переметрину. Ae. aegypti был более устойчивым, 
чем Ae. albopictus к обоим инсектицидам [14]. в 
центральной африке у отдельных популяций дан-

ных видов комаров обнаружена устойчивость к ддт 
и дельтаметрину. однако в основном популяции были 
чувствительны к «Bti», «Temephos», ддт, дельтаме-
трину, фенитротиону и пропоксуру [9].

можно сделать заключение, что практически во 
всех частях света встречаются отдельные популяции 
Ae. aegypti и Ae. albopictus, не чувствительные к опре-
деленным дезинсекционным препаратам. поэтому в 
процессе проведения противокомариных обработок 
необходимо постоянно вести контроль их эффектив-
ности. показаниями для проведения обработок явля-
ются наличие в открытых водоемах личинок комаров 
Ae. aegypti и Ae. albopictus (единичные и более), на-
личие в подъездах домов окрыленных комаров (еди-
ничные и более). критериями для оценки эффектив-
ности обработок являются отсутствие в открытых 
водоемах личинок комаров Ae. aegypti и отсутствие 
окрыленных комаров в местах учета. в случае, если 
обработка проведена по правилам, а эффективность 
низкая, можно подозревать устойчивость популяции 
к дезинсекционному препарату и провести ротацию 
пестицида.

таким образом, принимая во внимание существу-
ющую угрозу заноса лихорадки зика на территорию 
российской Федерации, необходима реализация все-
го комплекса регламентированных мер санитарной 
охраны территории страны от распространения опас-
ных инфекционных болезней, проведению адекват-
ных мероприятий по профилактике лихорадки зика, 
обеспечение готовности к проведению эффективной 
диагностики инфекции и обнаружению ее возбуди-
теля в объектах окружающей среды, что позволит 
предотвратить эпидемиологические осложнения бо-
лезни на территории российской Федерации. в то же 
время на основании анализа энтомологических дан-
ных и прогнозных показателей климатических усло-
вий на сезон весна–лето 2016 г. можно заключить, 
что осложнения эпидемиологической ситуации по 
арбовирусным инфекциям, передаваемым Ae. aegypti 
и Ae. albopictus, на территории черноморского побе-
режья краснодарского края, южного берега крыма 
и южной части каспийского побережья республики 
дагестан в предстоящий сезон не ожидается. в то же 
время в этих регионах необходим специализирован-
ный энтомологический мониторинг за комарами для 
выявления их возможного появления и уточнения 
лимитирующих экологических факторов.
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экспертная оценка эпидемиологической и эпи-
зоо толо гической обстановки по бруцеллезу в рос-
сийской Федерации (рФ) проведена на основе анали-
за официальных статистических данных роспотреб-
надзора и россельхознадзора о заболеваемости бру-
целлезом людей и сельскохозяйственных животных 
[1, 3], анализа материалов и сообщений, представ-
ленных в специальной научной и периодической пе-
чати по вопросам бруцеллеза сельскохозяйственных 
животных и людей в рФ, данных эпидемиологиче-
ского расследования случаев заболевания бруцелле-
зом, полученных референс-центром по мониторингу 
за возбудителем бруцеллеза из центров гигиены и 
эпидемиологии в субъектах рФ, а также обобщенных 
Федеральным центром гигиены и эпидемиологии 
сведений по заболеваемости бруцеллезом в разрезе 
субъектов российской Федерации.

в 2015 г. в рФ сохранялась напряженная эпи-

демиологическая обстановка по бруцеллезу, зареги-
стрировано 393 случая заболевания людей. после 
существенного снижения заболеваемости в 2013 г., 
в последние два года прослеживается тенденция к 
ежегодному увеличению количества случаев впер-
вые выявленного бруцеллеза у людей (рис. 1) [2].

основная часть больных людей регистриро-
валась на территории трех федеральных округов: 
северо-кавказского (скФо), сибирского (сФо) и 
Южного (ЮФо).

в скФо было зарегистрировано 267 случаев 
заболевания людей бруцеллезом (ип – 2,77), из ко-
торых основное количество заболевших пришлось 
на республику дагестан, где зарегистрировано 140 
случаев впервые выявленного бруцеллеза (ип – 4,7), 
в 2014 г. – 144 случая (ип – 4,9). восемьдесят про-
центов заболевших в республике составляют жители 
сельской местности (112 чел.), которые заболели в 
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период с мая по сентябрь с максимумом в августе – 
32 случая (22,8 %). зарегистрировано 12 случаев за-
болевания бруцеллезом у лиц в возрасте до 17 лет 
(ип – 1,36), что составляет 40 % от общероссийских 
показателей заболеваемости бруцеллезом среди де-
тей. наиболее неблагополучные административные 
территории республики – цумадинский район и 
город махачкала. по данным эпидемиологическо-
го расследования, было установлено, что в 37,1 % 
случаев источником инфекции был мелкий (мрс), в 
26,4 % – крупный рогатый скот (крс), инфицирован-
ные возбудителем бруцеллеза, в 36,5 % – источник 
не выявлен. из установленных факторов передачи 
инфекции в 42 случаях были продукты животновод-
ства (молоко, кисло-молочные продукты, мясные 
продукты), в 38 – сырье животного происхождения. 
в 89 случаях путь передачи инфекции был контакт-
ный, в 42 – алиментарный.

в 2015 г. в ставропольском крае отмечено суще-
ственное увеличение случаев заболевания бруцелле-
зом (118 случаев, ип – 4,22), что на 55 % больше, чем 
в 2014 г. (76 случаев, ип – 2,73). среди заболевших 
96 человек (81,3 %) – жители сельской местности, 
22 – представители городского населения. в ходе эпи-
демиологического расследования установлено, что из 
118 заболевших 26 – профессионально связаны с жи-
вотноводством, 13 – индивидуальные владельцы ско-
та. источниками инфекции в 26 случаях был крс, в 2 
случаях – мрс, в 90 случаях источник инфекции не 
установлен. превалировал алиментарный путь пере-
дачи возбудителя бруцеллеза (55 случаев, 46,6 %), при 
этом факторами передачи инфекции были продукты 
животного происхождения (молоко, кисло-молочные 
продукты, мясные продукты). наиболее неблагопо-
лучными по бруцеллезу людей административными 
районами края являются: левокумский (18 случаев), 
нефтекумский (16 случаев), курской (13 случаев). 
эти территории имеют общую границу с республикой 
дагестан и республикой калмыкия, в которых реги-
стрируется самая высокая в российской Федерации 
заболеваемость людей бруцеллезом.

в других административных субъектах скФо 
зарегистрирована спорадическая заболеваемость лю-
дей бруцеллезом: чеченская республика – 6 случаев 
(ип – 0,44), кабардино-балкарская республика – 2 

случая (0,23), республика северная осетия-алания – 
1 случай (ип – 0,14).

в ЮФо выявлено 33 случая заболевания людей 
бруцеллезом (ип – 0,24). большая часть заболевших 
зарегистрирована в республике калмыкия (17 случа-
ев, ип – 6,04) и волгоградской области (10 случаев, 
ип – 0,39). в остальных субъектах ЮФо регистри-
ровалась спорадическая заболеваемость. более чем 
в 70 % случаев источником бруцеллезной инфекции 
являлся крс.

в сФо зарегистрировано 46 человек, заболев-
ших бруцеллезом: в республике тыва – 11 случаев 
(ип – 3,52), новосибирской области – 11 случаев 
(ип – 0,40), забайкальском крае – 10 случаев (ип – 
0,92), кемеровской области – 7 случаев (ип – 0,26), 
томской и омской областях – по 3 случая (ип – 0,28 
и 0,15, соответственно) и 1 случай – в красноярском 
крае. источником бруцеллезной инфекции в 90 % 
случаев был крс.

в центральном федеральном округе зафикси-
рован 21 случай (ип – 0,05) заболевания людей бру-
целлезом, 6 случаев (ип – 0,5) – в москве, 8 (ип – 
0,11) – московской области, 4 (ип – 0,26) –  тульской 
области, 3 (ип – 0,31) – смоленской области. в боль-
шинстве случаев источник инфекции не установлен.

в остальных федеральных округах зареги-
стрирована спорадическая заболеваемость людей 
бруцеллезом: уральском – 10 случаев (ип – 0,08), 
приволжском – 9 (ип – 0,03), северо-западном – 
4 (ип – 0,03), дальневосточном – 3 (ип – 0,05). в 
крымском федеральном округе бруцеллез не реги-
стрировался. в большинстве случаев источник ин-
фекции не установлен. 

с целью установления видовой структуры цир-
кулирующих возбудителей бруцеллеза на территории 
субъектов рФ проведено 3543 бактериологических 
исследования клинического материала от 2084 лиц, 
в том числе от 1524 больных и лиц с подозрением на 
заболевание, от 74 человек по эпидпоказаниям и 486 
человек с профилактической целью. возбудитель вы-
явлен у 21 больного. референс-центром по монито-
рингу за возбудителем бруцеллеза с использованием 
питательной среды для транспортировки и накопле-
ния бруцелл бактериологическим методом из клини-
ческого материала от больных бруцеллезом людей в 
ставропольском крае изолировано 12 штаммов воз-
будителя бруцеллеза: Brucella melitensis – 8 штам-
мов (II биовар) B. abortus – 4 штамма (III биовар – 3 
штамма, VI биовар – 1 штамм).

масштабы эпидемических проявлений бруцел-
леза закономерно связаны с уровнем заболеваемо-
сти сельскохозяйственных животных (крс и мрс) 
в административных субъектах с развитым живот-
новодством.

в период с 2010 по 2014 год в российской 
Федерации отмечалось ежегодное увеличение коли-
чества новых неблагополучных по бруцеллезу пун-
ктов и больных сельскохозяйственных животных. 
по итогам 9 месяцев 2015 г. можно констатировать 
стабилизацию показателей эпизоотологического не-

рис. 1. динамика количества заболевших бруцеллезом людей в 
российской Федерации в 2007–2015 гг. (абсолютные цифры)
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благополучия на уровне прошлого года (рис. 2 и 3).
в 2015 г. основное количество неблагополуч-

ных по бруцеллезу хозяйств и больного поголо-
вья выявлено на территории скФо, ЮФо, сФо и 
приволжского федерального округа.

экспертная оценка эпизоотологической и эпи-
демиологической обстановки по бруцеллезу в 
российской Федерации в 2015 г. позволяет констати-
ровать сохраняющуюся напряженную эпидемиоло-
гическую ситуацию, увеличение уровня заболевае-
мости людей бруцеллезом на фоне относительной 
стабилизации эпизоотологической обстановки по 
бруцеллезу сельскохозяйственных животных.

стабилизирующее влияние на эпизоотолого-
эпидемиологическую обстановку в приграничных 
с республикой казахстан административных субъ-
ектах оказало введение россельхознадзором с июля 
2015 г. временного ограничения на поставки в рФ из 
казахстана овец и коз, молока и молочных продуктов 
в связи с возникновением оспы овец и коз на терри-
тории казахстана.

эпидемиологический прогноз на 2016 г. будет 
определяться совокупностью факторов, ключевым 
из которых остается неблагополучная эпизоотоло-
гическая обстановка по бруцеллезу в ряде субъектов 
скФо и ЮФо. в условиях продолжения реализа-
ции региональных программ импортозамещения 

в животноводческой отрасли сельского хозяйства, 
усиления интереса к развитию овцеводства и козо-
водства среди индивидуальных предпринимателей 
сохраняется высокая вероятность заноса возбудите-
ля бруцеллеза с больными животными из неблагопо-
лучных административных территорий (республика 
дагестан, калмыкия, монголия, казахстан) в благо-
получные по бруцеллезу регионы. продолжает оста-
ваться высокой вероятность заражения населения 
возбудителем бруцеллеза в регионах, где постоянно 
регистрируются случаи несанкционированной тор-
говли продукцией животноводства без ветеринарно-
санитарных документов, оформленных в установ-
ленном порядке.

актуальными будут оставаться внешние эпиде-
миологические риски, связанные с активизацией со-
трудничества в области поставок животноводческой 
продукции из стран средиземноморья, ближнего 
востока, Южной америки, являющихся эндемичны-
ми по бруцеллезу крс и мрс, а также планируемым 
созданием так называемых «зеленых коридоров» 
по линии таможенной и фитосанитарной служб для 
сельхозтоваров, проходящих через махачкалинский 
и астраханский морские порты.

с учетом вышеназванных факторов в 2016 г. 
прогнозируется уровень заболеваемости людей бру-
целлезом в пределах 390–420 случаев.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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рис. 2. динамика регистрации первичных неблагополучных 
пунктов по бруцеллезу крс и мрс в российской Федерации в 
2011–2015 гг.

рис. 3. динамика заболеваемости бруцеллезом крс и мрс в 
российской Федерации в 2011–2015 гг.
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холерные вибрионы нео1/нео139 серогрупп 
(далее, для краткости, наг-вибрионы) известны как 
естественные обитатели открытых водоемов и как 
возбудители острых кишечных инфекций (оки) раз-
личной степени тяжести – от слабой и умеренной 
диареи до алгидных форм с летальным исходом [2, 
3, 22, 26, 35, 50]. на фоне текущего стремительного 
распространения новых высоковирулентных штам-

мов эль тор моральный и экономический ущерб, 
наносимый наг-вибрионами, не столь заметен, но 
реален и достаточно значителен. практически по 
всему миру постоянно регистрируются случаи наг-
инфекций как множественные (в пределах одного ре-
гиона) [2, 11, 18, 23, 25, 27, 40, 44, 46, 50, 53], так и 
единичные – «домашние» (domestic), либо завозные 
(«диарея путешественников») [37]; имеются сообще-
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ния и о вспышках [2, 23 ,42]. в середине прошлого 
столетия в литературе регулярно появлялись много-
численные публикации о оки, вызванных наг-
вибрионами в различных регионах, однако они поч-
ти не содержали данных о генотипических свойствах 
выделенных штаммов. в дальнейшем зарубежными 
и, в меньшей степени, отечественными авторами ста-
ли проводиться разносторонние ретроспективные и 
оперативные исследования их геномов. в настоя-
щем обзоре рассматривается современная ситуация 
по заболеваемости кишечными наг-инфекциями в 
россии и в мире, а также молекулярные основы пато-
генности возбудителей.

Роль НАГ-вибрионов в этиологии оки. наг-
вибрионы редко содержат детерминанты основных 
факторов патогенности – холерного токсина (ctxAB) 
и токсин-корегулируемых пилей TCP (tcpA) и даже 
при их наличии не склонны к эпидемическому рас-
пространению. до настоящего времени крупная 
вспышка, вызванная одним холерогенным клоном 
о37 серогруппы в судане в 1968 г. (460 заболевших, 
125 летальных исходов), остается единственной 
описанной в литературе [3]. напротив, локальная 
вспышка (10 случаев) в сШа в 2011 г., возбудителем 
которой был токсигенный клон о75 серогруппы, ха-
рактеризовалась кратковременностью и легким тече-
нием заболевания, не требовавшим ни госпитализа-
ции, ни регидратационной терапии [42]. из бывших 
республик ссср оки, обусловленные токсигенны-

ми штаммами, были официально зарегистрированы 
только в узбекистане [1, 3, 5], однако сведения о том 
носила ли заболеваемость вспышечный характер 
нам, к сожалению, недоступны. в остальных случа-
ях множественной заболеваемости отдельные токси-
генные штаммы изредка встречались вместе с пре-
восходящими их по численности нетоксигенными, а 
ctxAB+ штаммы о141 серогруппы, которым припи-
сывали потенциальную способность к глобальному 
распространению, до сих пор выделяются лишь от 
спорадических больных в разных регионах земного 
шара.

на энденмичных по холере территориях наг-
инфекции, как правило, сопровождают эпидеми-
ческие вспышки типичной холеры и находятся в 
меньшинстве по сравнению с числом случаев, обу-
словленных представителями о1 серогруппы. часто 
наг-вибрионы выделяются и во время вспышек оки 
иной этиологии наряду с галофильными патогенны-
ми вибрионами и другими бактериями кишечной 
группы [25, 43, 55]. нередки случаи микст-инфекций 
с выделением от одного и того же больного V. chol-
erae nonO1/nonO139 и O1, либо иных возбудителей 
[29,44]. напротив, в благополучных по холере стра-
нах наг-вибрионы большей частью являются един-
ственными возбудителями спорадических случаев и 
локальных вспышек. данные о заболеваемости наг-
инфекциями с 2000 г. по настоящее время представ-
лены в табл. 1.

Таблица 1

множественные случаи и вспышки оки, вызванных V. cholerae nonO1/nonO139 в разных странах с 2000 по 2014 год,  
в том числе на фоне вспышек холеры и диарей иной этиологии

страна регион год всего случаев идентифицировано 
штаммов

в том числе V. cholerae
ссылка

о1/о139 нео1/нео139

индия Kolkata 2002–2010 12719 2206 1841/84 281 [25]
Kolkata 2003 197 197 135/2 54 [18]
East-Medininpur 2009 39 30 17/0 4 [43]
Hubli, Karnataka 2000–2004 NI 256 129/61 66 [17]

бангладеш NI 2000–2001 NI NI NI 15 [41]

китай Zhejiang 2005–2011 795 40 0/0 40 [35]
Guangzhou 2001–2009 3398 NI 0/0 101 [58]
Maanshan 2012 6 6 0/0 6 [19]

тайвань Tainan 2009–2014 NI 45 NI 45 [20]

индонезия Jakarta et al. 2000–2001 NI NI 153/0 14 [55]
Bauchi, Maiduguri, Ife 2009–2010 NI 17 12/0 5 [36]

ирак NI 2007–2009 тысячи 80 70/0 10 [47]

аргентина Tacuman 2003–2005 NI 34 0/0 34 [27]

гаити NI 2010 >0,5 млн 81 39/0 17 [29]

куба 9 провинций 2007 422 422 0/0 422 [13]

сШа Florida 2011 10 8 0/0 8 [42]

австрия NI 2005 NI NI 0/0 8 [14]

узбекистан NI 2000–2001 NI 266 0/0 266 [1]
NI 2002–2003 NI 510 228/0 282 [5]

украина несколько обл. 2011–2013 NI 100 NI 100 [7]

россия ростовская обл. 2000–2014 30 30 0/0 30 [2]

примечание . NI – не указано.
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в россии и бывших республиках ссср большин-
ство вспышек наг-инфекций было зарегистрировано 
в прошлом столетии [1, 2, 9], затем число сообщений о 
них значительно снизилось. невозможно однозначно 
определить вызвано ли это ослаблением внимания со 
стороны санэпидслужб и недостаточно эффективной 
бактериологической диагностикой или тем, что мас-
совые заболевания на множестве территорий действи-
тельно остались лишь историческим фактом. тем не 
менее наг-инфекции продолжают регистрироваться 
в россии и в нынешнем столетии, хотя по большей ча-
сти в виде спорадических случаев. 

Источники и пути передачи инфекции. 
наг-виб рионы являются естественными обитателя-
ми открытых пресноводных и соленых водоемов и 
достаточно хорошо приспособлены к существованию 
в них как в виде планктонных микроорганизмов, так 
и в ассоциации с беспозвоночными и позвоночными 
гидробионтами, водоплавающими птицами, которые 
могут служить «промежуточными хозяевами», ми-
грирующими на большие расстояния, способствуя 
диссеминации возбудителей [12, 28]. из воды и био-
тических объектов вибрионы выделяются гораздо 
чаще, чем от людей, в том числе и в периоды вспы-
шек в конкретных регионах, и в литературе представ-
лено намного больше публикаций о свойствах штам-
мов из окружающей среды по сравнению с таковыми 
клинических штаммов. обращает на себя внимание 
глобальное распространение наг-вибрионов, затра-

гивающее как эндемичные, так и вполне благополуч-
ные по холере территории, расположенные не только 
в южных, но и в средних и даже северных широтах 
[2 ,42, 49]. независимо от наличия/отсутствия выяв-
ленных больных, многие водные штаммы сохраняют 
способность к реализации патогенетического потен-
циала, что было неоднократно показано при их те-
стировании на моделях in vitro и in vivo [22, 31, 44, 
48, 50 и др.]. водный путь заражения характерен для 
внекишечных форм наг-инфекций, которые носят 
спорадический характер, возникают в основном на 
фоне хронических системных заболеваний и выхо-
дят за рамки настоящего обзора. причиной зараже-
ния оки служит не только непосредственно вода, 
но и некачественные продукты питания, в которых 
размножаются и накапливаются наг-вибрионы [42]. 
поэтому риск возникновения наг-инфекций суще-
ствует везде, где имеются зоны рекреации и исполь-
зуются в пищу продукты из гидробионтов, в том чис-
ле импортные.

Серогруппы НАГ-вибрионов. для характери-
стики наг-вибрионов широко используется их се-
ротипирование, однако лишь в отдельных случаях 
его результаты позволяют говорить о клональности 
той или иной вспышки. в табл. 2 суммированы все 
опубликованные на сегодняшний день данные о се-
рогрупповой принадлежности штаммов, вызвавших 
в ряде стран множественные заболевания. как видно 
из табл. 2, подавляющее большинство возбудителей 

Таблица 2

серогрупповая принадлежность штаммов V. cholerae nonO2/nonO139, вызвавших множественные случаи и вспышки оки  
в разных странах с 1987 по 2014 год

место выделения год выделено  
штаммов серогруппы CTX+ ссылка

индия (Delhi) 1995 72 42 шт. – о10, 30 н/т NI [46]

индия (Kolkata) 1989–1991 26 O5, O7, о8, O11, O14, о26, O34, O39, O97, н/т 2 (н/т) [44]
1993–1995 93 29 серогрупп + н/т 1 (O74) [40]
1995–1996 11 O6, O8, O9, O19, O39, O58, O144 0 [11]

1996 15 о6, о8, о11, о12, о19, о39, о58, о144, н/т 0 [50]
1997–1998 77 минимум 12 серогрупп NI [54]

2003 54 18 серогрупп + н/т 1 (о36) [18]
2002–2010 281 80 серогр+н/т 0 [25]

таиланд  (Bangkok) 1993–995 69 37 серогрупп, в т.ч. 7 шт. – 1 клон о37 0 [23]

бангладеш 2000–001 15 о2, о14, о15, о24, о37, о39, о49, о94, о145 0 [41]

китай (Guangzhou) 2001–2009 101 26 серогрупп+ н/т NI [58]

япония Tokyo 1996 13 O2, O5, O8, O9, O12, O14, O27, O51, O88, O97, O161 0 [37]

бразилия (Amasonas, Paraiba, 
Pernambuco, Ceara, Bahia)

1991–2000 131 54 серогруппы+ н/т 7 (O26+н/т) [53]

мексика (Cancun) 1983 22 7 серогрупп, в т.ч. 10 шт. – 12(Smith) NI [26]

перу (Lima) 1994 58 O2, O10, O12, O28, O34, O53, н/т 0 [22]

сШа (Florida) 2011 8 о75 8 [42]

австрия 2005 8 о12, о37 8 [14]

узбекистан 1987–2001 266 34 серогруппы+ н/т 22 (о9, O15, о28, н/т) [1]

калмыкия 1990–2014 73 33 серогруппы+ н/т 0 [1]

астраханская обл. 1990–2014 48 15 серогрупп+ н/т 0 [1]

ростовская обл. 1980–2014 127 24. серогруппы + н/т 0 [2]

примечания :  NI – не указано, н/т – не типировались. жирным шрифтом выделены преобладающие серогруппы.
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отличалось крайним разнообразием серологических 
свойств, и даже охарактеризованные по этому при-
знаку токсигенные штаммы относились более чем 
к одной серогруппе (кроме вспышки в сШа). для 
нетоксигенных же изредка можно было выделить 
преобладающие, но далеко не единственные серо-
группы. с одной стороны, это может быть связано с 
исходной неоднородностью популяции, присутству-
ющей в источнике инфекции (воде, гидробионтах) и 
вытекающей отсюда возможностью заражения сразу 
несколькоми штаммами, хотя в литературе имеется 
пока единственное сообщение о выделении от одно-
го и того же больного (в таиланде) штаммов о111 
и о159 серогрупп [23]. с другой стороны, причина 
может заключаться в настолько высокой степени из-
менчивости локуса днк, ответственного за синтез 
о-антигена, что за ней «не поспевает» никакое рас-
ширение схем серотипирования. действительно, если 
в 1930-е годы число известных серогрупп равнялось 
7, то в 1970-х годах оно возросло до 60, в 1980-х – до 
137, в 1990-х – до 193, а к началу текущего столетия 
их насчитывалось уже 206 [18, 44] и, тем не менее, 
при использовании соответствующего набора типи-
рующих сывороток часть штаммов по-прежнему не 
агглютинируется ни одной из них [18, 25, 58]. еще 
сложнее обстоит дело в россии: за неимением в рас-
поряжении ни соответствующих мировым стандар-
там наборов сывороток, ни типовых штаммов для их 
получения (кроме о2–о11, о13–о22, о24, о25, о27–
о39) отечественными исследователями (сотрудника-
ми роснипчи «микроб», а затем и ростнипчи) 
была разработана собственная схема серотипирова-
ния [1], позволяющая идентифицировать 80 серо-
групп наг-вибрионов, 45 из которых (о40–о84) не 
соответствуют описанным в мировой литературе, что 
делает невозможным сравнение полученных данных 
с данными зарубежных авторов. если эта схема в 
прошлом столетии все же позволяла выявить хотя бы 
доминирующие серогруппы, то с течением времени 
при ее применении даже «для внутреннего пользо-
вания» наблюдалось все большее увеличение числа 
нетипируемых штаммов [1, 2]. поэтому вопрос о це-
лесообразности использования серотипирования для 
характеристики наг-вибрионов, циркулирующих в 
нашей стране, остается дискуссионным. возможно, 
дальнейшие исследования позволят решить является 
ли совершенствование этого направления действи-
тельно актуальным, либо всего лишь «безнадежной 
погоней за изменчивостью холерных вибрионов».

Факторы патогенности. поскольку лишь не-
большая часть наг-вибрионов обладает генами хо-
лерного токсина [18, 40, 44 ,53], исследователей дав-
но интересовал вопрос о том, за счет каких других 
факторов представляющие подавляющее большин-
ство лишенные их штаммы проявляяют патогенные 
свойства. по-видимому, ответом на данный вопрос 
может служить предложенная нами концепция о вза-
имозаменяемости факторов патогенности холерных 
вибрионов, которая распространяется и на нетокси-

генные штаммы о1 серогруппы [4]. однако главная 
роль в вирулентности наг-вибрионов чаще отводит-
ся тем из известных токсических субстанций, которые 
были впервые выявлены именно у представителей 
данной группы микроорганизмов. в первую очередь, 
это термостабильный токсин – активатор гуанилат-
циклазы, вызывающий развитие тяжелой диареи за 
счет повышения уровня цгмФ [4]. проблема состо-
ит в том, что ген этого токсина встречается у вибрио-
нов не намного чаще, чем гены ctxAB, хотя и присут-
ствует во многих популяциях, «населяющих» разные 
страны. в частности, он был обнаружен у штаммов, 
выделенных в индии, таиланде, вьетнаме, китае, 
японии, кубе, италии [23, 24, 32, 37, 41]. в россии 
штаммов наг-вибрионов, достоверно содержащих 
этот ген, пока не выявлено. другой фактор – cholix-
токсин, блокатор белкового синтеза, действующий 
подобно экзотоксину A псевдомонад. его ген доста-
точно широко распространен среди наг-вибрионов, 
он идентифицирован в геномах штаммов, циркули-
рующих в индии, китае, кении, сШа [32, 34] и в 
ростовской области россии [2]. его считают причаст-
ным в основном к развитию внекишечных форм за-
болеваний, однако поскольку его гены встречаются 
у штаммов, вызвавших диарею [2, 34], не исключе-
но, что он может усиливать тяжесть наг-инфекций, 
способствуя развитию воспалительных процессов 
[34]. наконец, значительная роль в вирулентно-
сти наг-вибрионов отводится контакт-зависимым 
системам секреции белков – третьего и шестого 
типов (T3SS и T6SS) [4]. кластер генов T3SS и на-
ходящиеся за его пределами гены ряда эффекторов 
присутствуют у многих штаммов различного про-
исхождения, но чаще у клинических [2, 18, 32, 35]. 
что касается T6SS, то практически все штаммы со-
держат гены ее структурных компонентов, но лишь 
часть из них – последовательности, кодирующие 
актин-связывающий и пептидогликан-связывающий 
домены ее эффекторов. способность к экспрессии 
T6SS свойственна в основном наг-вибрионам, хотя 
была выявлена и у некоторых вибрионов эль тор 
[4]. в отсутствие генов ctxAB оки могут быть вы-
званы и другими факторами, такими как гемолизин 
HlyA, цитотоксин MARTX, цитотонический фактор 
Cef, протеазы и др. [2, 4]. отдельные штаммы со-
держат гены токсинов Zot и Ace, а также факторы 
колонизации Cep в составе профага pre-CTX, ген 
tcpA в составе острова VPI, гены термостабильного 
и родственного ему гемолизинов (tdh, trh) V. parahae-
molyticus [4]. число известных токсинов продолжает 
увеличиваться. S.R.Isac et al. [31] недавно выделили 
из клинического штамма о54 серогруппы и описали 
внеклеточный фактор, обладающий цитотоксической 
и энтеротоксической активностями, который сочли 
возможным участником патогенеза. M.Sen et al. [48] 
было показано, что нетоксигенные наг-вибрионы 
продуцируют над-гликогидролазу (надазу). ранее 
над-гликогидролазную активность приписывали 
только а-субъединице холерного токсина и исполь-
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зовали для идентификации токсигенных штаммов. 
на основании способности этого фермента оказывать 
цитотоксическое действие на культуру клеток HeLa, 
а продуцирующих его нетоксигенных штаммов (в 
отличие от не продуцирующих) вызывать накопле-
ние жидкости в кишечнике мышей-сосунков авторы 
предположили, что он может играть существенную 
роль в патогенезе наг-инфекций. 

так или иначе, мнения разных исследовате-
лей сходятся в том, что энтеропатогенность наг-
вибрионов обусловлена продукцией более чем одно-
го фактора, и оценивать ее следует суммарно [40, 44 
и др.]. так, T.Ramamurthy et al. [44] при изучении 28 
штаммов отнесли их к 6 «фенотипам вирулентности» 
и показали, что представители самого значимого их 
них одновременно продуцировали гемолизин(ы), 
цитотоксин и связанный с клеткой гемагглютинин. 
исследованные нами наг-вибрионы из ростовской 
области, вызвавшие оки со сходной симптомати-
кой, также существенно различались по наборам 
генов факторов патогенности. среди них были вы-
явлены как штаммы с интактными детерминантами 
мощных факторов типа T3SS, VPI или MARTX, так 
и имеющие минимальный набор генов патогенности 
[2]. по-видимому, у разных штаммов основная роль 
в патогенезе принадлежит различным факторам и их 
сочетаниям: для одних это T3SS [40], для других – 
MARTX, либо гемомолизин HlyA, для третьих – се-
риновая протеаза, либо гемагглютинин/протеаза 
(HapA) и т.д. [4].

Антибиотикорезистентность НАГ-вибрио-
нов. изучение спектров чувствительности наг-
вибрионов к антибиотикам как в нашей стране, так 
и за рубежом носит скорее ретроспективный, чем 
оперативный характер. во многих работах отмечено 
нарастание числа резистентных и полирезистентных 
штаммов с течением времени. например, если сре-
ди штаммов, выделенных от больных в калькутте 
в 1989–1991 гг., ни один не обладал устойчивостью 
к налидиксовой кислоте [44], то среди выделенных 
там же с 2002 по 2010 год резистентных к этому ан-
тибиотику было 57,6 % [25]. приобретение как от-
дельных, так и множественных маркеров резистент-
ности в течение нескольких лет констатировано ря-
дом авторов при изучении клинических штаммов из 
индии [17], таиланда [23], индонезии [55]. согласно 
данным ретроспективных исследований, штаммы, 
выделенные ранее в ряде регионов россии, не об-
ладали антибиотикорезистентностью [9], тогда как 
выделенные в ростовской области имели до 18 раз-
личных профилей, включающих и чувствительные, 
и с множественной устойчивостью (от 1 до 6 марке-
ров у одного штамма) [8]. обращает на себя внима-
ние частая встречаемость антибиотикорезистентных 
штаммов в водных объектах. в последние годы они 
были зарегистрированы в индии, китае, вьетнаме, 
индонезии, марокко, бассейне карибского моря, 
мексике, россии [8, 24, 32, 38, 54]. у ряда из них с 
помощью пцр выявлены гены β-лактамаз, детер-

минанты устойчивости к ампициллину, неомицину, 
стрептомицину, сульфаметизол-сульфадиазину [24, 
54]. гены антибиотикорезистентности чаше всего на-
ходятся в составе интегративных конъюгативных эле-
ментов (SXT/ICE). при молекулярно-генетических 
исследованиях они были идентифицированы в гено-
мах наг-вибрионов из индии, таиланда, бразилии 
[23, 54]. описаны SXT, не содержащие генов анти-
биотикорезистентности. у клинических штаммов, 
выделенных на гаити в 2010 г., выявлен ICE элемент 
нового типа (ICEVchHai2), в котором эти гены от-
сутствовали [16]. другой «пустой» SXT был обна-
ружен а.в.Фадеевой и соавт. [9] у одного из штам-
мов из ростовской области 1974 г. выделения. такие 
штаммы могут рассматриваться как потенциальные 
реципиенты генов лекарственной устойчивости. 
кроме SXT/ICE, гены антибиотикорезистентности 
могут находится в составе других мобильных гене-
тических элементов (мгэ). например, у штамма, 
выделенного в китае, две кассеты генов, кодирую-
щих устойчивость к триметоприму (drf27), стрепто-
мицину и спектиномицину (aadA16), присутствовали 
в составе конъюгативной плазмиды; обе они отлича-
лись по нуклеотидным последовательностям от соот-
ветствующих кассет вибрионов о1 серогруппы [52]. 
некоторые индийские штаммы также содержали 
интегроны класса 1 на плазмидах [54]. у штамма из 
аргентины ген β-лактамазы (также измененный) был 
выявлен в области мегаинтегрона VCR [38]. наличие 
мгэ и мегаинтегрона создает благоприятные усло-
вия для успешного горизонтального переноса генов 
от штамма к штамму и не исключает дальнейшего 
нарастания числа резистентных, что вызывает необ-
ходимость эффективного выбора средств этиотроп-
ной терапии наг-инфекций. 

Гетерогенность популяций и генетический 
обмен. наг-вибрионы представляют собой крайне 
неоднородную группу, включающую множество ге-
новариантов, выявляемых при анализе как отдельных 
генов и их кластеров, так и тотальной днк. рядом 
авторов была показана высокая гетерогенность по-
пуляций этих микроорганизмов, циркулирующих в 
одних и тех же регионах, по наборам содержащихся 
в их геномах детерминант факторов патогенности [2, 
41] и по другим молекулярно-генетическим харак-
теристикам – риботипам [22], VNTR-типам [2, 6], 
MSLT-типам [41], PFGE-типам [25, 50], RAPD-PCR-
профилям [53]. лишь в отдельных случаях отмечена 
клональность по 1–2 характеристикам. так, среди 
клинических штаммов, выделенных в калькутте в 
2003 г., пять tcpA-позитивных имели один и тот же 
риботип, но относились к разным серогруппам [18]; 
среди возбудителей вспышки 1994 г. в лиме (перу) 
все штаммы о12 серогруппы имели идентичные ри-
ботипы, к другому риботипу относились 83 % штам-
мов о10 серогруппы, однако риботипы остальных 
штаммов были уникальны [22]; в бангкоке (таиланд) 
в 1990-е годы среди представителей множества се-
рогрупп были выявлены 7 штаммов о37 серогруппы 
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с общим риботипом, но один из них содержал плаз-
миду [23]; 6 штаммов (по два о6, о26 и о45 серо-
групп) из бразилии имели идентичные RAPD-PCR-
профили [53]; 4 клинических штамма из нигерии 
не различались по MLSA- и PFGE-профилям [36]; 
10 из 22 изученных токсигенных штаммов, выде-
ленных в узбекистане, имели общий VNTR-генотип 
[6], RAPD-PCR-профиль, одинаковый набор генов 
факторов патогенности и персистенции, но при этом 
различались по числу мутаций в последних [3] и по 
серогрупповой принадлежности [3, 6].

многообразие используемых разными автора-
ми подходов не позволяет провести полноценный 
сравнительный анализ полученных ими данных, од-
нако можно предположить, что результаты филоге-
нетических исследований одних и тех же штаммов с 
применением неодинаковых методов в основном не 
совпадают. на примере популяции наг-вибрионов, 
циркулирующих в ростовской области в течение по-
лувека, нами было установлено, что 169 штаммов об-
разуют 165 пцр-генотипов в составе 15 кластеров и 
164 VNTR-генотипа в составе 16 кластеров, причем 
между ними не обнаруживалось никакой взаимосвя-
зи, как и с серогрупповой принадлежностью [2]. 

Штаммы наг-вибрионов, циркулирующие в 
объектах окружающей среды, отличаются еще боль-
шей, чем клинические, генотипической изменчиво-
стью и чаще обладают меньшими наборами генов 
факторов патогенности [2]. тем не менее, они сохра-
няют детерминанты факторов, которые необходимы 
для жизнеобеспечения и в то же время обладают био-
логической активностью (мы называем их факторами 
патогенности/персистенции), такими как HapA и Cef 
[4]. практически все содержат видоспецифичный ген 
гемолизина HlyA. многие обладают генами цитоток-
сического комплекса MARTX, островом патогенно-
сти VPI-2 с геном нейраминидазы, хотя оба эти кла-
стера могут содержать делеции в разных участках [2, 
4]. иногда у них выявляют детерминанты токсинов, 
играющих существенную роль в патогенезе, причем 
это касается и штаммов, «населяющих» неэндемич-
ные территории, где отсутствует заболеваемость 
населения. например, штаммы с CTX-элементом 
либо геном термостабильного токсина, обнаруже-
ны среди обитателей открытых водоемов не толь-
ко Юго-восточной азии, латинской америки, но и 
сШа, италии, германии, австралии [29, 32, 41, 53], 
а содержащие кластеры T3SS довольно широко рас-
простанены среди представителей водных популя-
ций во многих странах, включая россию [2, 4, 29]. в 
австралии и китае выявлены штаммы, содержащие 
ген cholix-токсина [32]. большинство зарубежных 
авторов считает наг-вибрионы, выделяемые из объ-
ектов окружающей среды, потенциально опасными 
независимо от качественного и количественного со-
става генов факторов патогенности, а также от «эн-
демичности» мест их выделения. в россии им прида-
ется меньшее значение, вероятно, в связи с тем, что 
они обнаруживаются практически во всех водоемах, 

где проводится мониторинг, тогда как случаи зара-
жения людей на прилежащих территориях весьма 
немногочисленны. более того, при выявлении боль-
ных с подтвержденным диагнозом «наг-инфекция» 
оперативное исследование предполагаемых источ-
ников заражения на наличие возбудителей не про-
водится, поэтому сравнить их с клиническими на 
генетическом уровне не представляется возможным. 
осуществленное нами пцр- и VNTR-типирование 
42 штаммов, выделенных из воды азовского моря и 
рыбы в 2011–2012 гг., не выявило близкого родства 
со штаммами, вызвавшими в те же годы случаи оки 
в таганроге, однако изначально не было и сведений о 
контактах заболевших именно с этими водными объ-
ектами [2]. очевидно, при наличии больных расши-
ренные генетические исследования штаммов, выде-
ляемых на той же территории из объектов окружаю-
щей среды, следует признать актуальными. 

несмотря на значительную гетерогенность по-
пуляций, циркулирующих в определенных регионах, 
в совокупности в них часто присутствует достаточно 
большой набор генов факторов патогенности, пер-
систенции, жизнеобеспечения и антибиотикоустой-
чивости, что предполагает возможность их горизон-
тального переноса. «виртуальные» свидетельства 
наличия процессов рекомбинации в генетически не-
однородной эстуарной популяции наг-вибрионов на 
северо-востоке сШа были получены B.M.Schuster 
et al. [49] при биоинформационном анализе данных 
MLSA-типирования с использованием нескольких 
компьютерных программ. реальная способность к 
горизонтальной передаче была неоднократно показа-
на в условиях эксперимента для самых разнообраз-
ных генов как в пределах группы наг-вибрионов, 
так и между ними и представителями о1 серогруп-
пы. помимо «традиционной» передачи фага CTXφ 
TCP-позитивным штаммам, значительная роль отво-
дится и другим фагам. в частности, в прибрежных 
водах калифорнии обнаружены литические фаги, 
способные переносить CTX-элемент от штаммов 
эль тор наг-вибрионам [21]. Штаммы о141 серо-
группы, неспособные образовывать инфекционные 
вирионы CTXφ (классического типа), успешно пе-
редавали профаг штаммам эль тор в микрокосмах 
с хитиновым субстратом и о141-специфическим 
литическим бактериофагом за счет трансформации 
[56]. описан конъюгативный перенос плазмиды, не-
сущей несколько генов антибиотикорезистентности, 
от донора о1 серогруппы чувствительным штаммам 
наг-вибрионов [30]. на основании результатов сек-
венирования кластера генов биосинтеза о-антигенов 
(rfb) штамма O37 серогруппы M.Li et al. [33] пришли 
к выводу о возможности их горизонтального пере-
носа. впоследствии это предположение было под-
тверждено M.Blokesch, G.K.Schoolnik [12], успешно 
осуществившими передачу о37-специфичных ге-
нов с помощью трансформации днк штамма о37 
серогруппы в штамм о1 серогруппы в присутствии 
хитина, при этом в днк рекомбинантов произошла 
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делеция о1-специфичных генов. S.Basu, R.K.Ghosh 
[10] показали, что заражение штамма V. cholerae O1 
умеренным фагом PS166 приводит к образованию 
лизогенов, утративших агглютинабельность о1-
холерной сывороткой при сохранении CTX и VPI, а 
также обнаружили среди клинических нетоксиген-
ных наг-вибрионов 2 штамма, способных к обра-
зованию инфекционных частиц этого фага. однако 
еще до появления в печати указанных работ конъю-
гативная передача генов rfb от штамма V. cholerae 
nonO1/nonO139 токсигенным штаммам V. cholerae 
O1 и O139 и обратно с последующим изменением се-
рогрупповой принадлежности была показана отече-
ственными авторами [51]. 

Происхождение НАГ-вибрионов. по поводу 
происхождения наг-вибрионов и их эволюционных 
связей с V. cholerae O1 нет единого мнения. одни 
авторы считают, что первые могут являться «потом-
ками» последних, утративших способность к агглю-
тинации о1-холерной сывороткой. подтверждением 
этой гипотезы служит существование так называе-
мых R-вариантов эль тор, которые не агглютиниру-
ются о1 сывороткой, но содержат ген о1-антигена 
[18, 39]. Шесть таких штаммов (ctxAB+tcpA+), выде-
ленных в калькутте в 2003 г., имели общие риботи-
пы с одновременно выделенными там же штаммами 
эль тор [18]. из 7 описанных R.K.Mitra et al. [39] 
индийских клинических штаммов 1992–1997 гг. вы-
деления 6 содержали ген о1- и 1 – о139-антигена, но 
не агглютинировались соответствующими сыворот-
ками. при их риботипировании было установлено 
близкое родство со штаммами о1 и о139 серогрупп, 
выделенными в тот же период. о1-специфичный ген 
wbeN был выявлен и у 2 клинических штаммов наг-
вибрионов, выделенных в бразилии во время вспыш-
ки холеры, причем один из них принадлежал к о26 
серогруппе (второй не типировался). оба содержали 
4 гептануклеотидных повтора в промотороной обла-
сти ctxA и по последовательностям генов ррнк были 
близко родственными штаммам о1 серогруппы в от-
личие от wbeN-негативных штаммов о26, попавши-
ми в другой кластер [15]. другие авторы, напротив, 
подчеркивают роль наг-вибрионов в возникнове-
нии новых клонов эпидемически опасных штаммов 
о1 и O139 серогрупп [40, 50, 56]. на наш взгляд, эво-
люция V. cholerae может происходить в обоих этих 
направлениях.

все вышеизложенное свидетельствует о том, 
что наг-вибрионы, несмотря на редкую причаст-
ность к крупным вспышкам, занимают не послед-
нее место в этиологии оки во всем мире и пред-
ставляют потенциальную угрозу здоровью населе-
ния нашей страны. будучи лучше (по сравнению с 
V. cholerae о1) приспособленными к персистенции 
в объектах окружающей среды даже в условиях 
умеренного климата, они служат природными ре-
зервуарами генов факторов патогенности, которые 
могут передавать другим холерным вибрионам. это 
положение, высказанное подавляющим большин-

ством авторов [18, 29, 32], очевидно, имеет право на 
статус доказанного научного постулата. популяции 
наг-вибрионов, «привязанные» к определенным 
территориям, отличаются крайней генетической ге-
терогенностью, однако в целом содержат достаточно 
широкий «ассортимент» генов факторов патогенно-
сти и антибиотикорезистентности, который может 
пополняться за счет заносов возбудителей из других 
регионов. по всей видимости, поддержание полно-
го набора интактных и способных к экспресси генов 
в сравнительно небольшом геноме одного штамма 
было бы невыгодно энергетически, но совокупный 
генофонд популяции позволяет ей сохранять пато-
генетический потенциал. горизонтальный перенос 
генов в водной среде, либо в организме человека 
создает благоприятные условия для его реализации. 
кроме того, генетический обмен, по всей видимости, 
не ограничивается пределами вида V. cholerae, в нем 
могут участвовать и другие патогенные для чело-
века вибрионы. косвенным подтверждением этому 
служит обнаружение, хотя и довольно редкое, генов 
холерного и термостабильного токсинов, острова 
VPI, прямого термостабильного гемолизина (tdh) 
V. parahaemolyticus, генов T3SS у V. cholerae nonO1/
nonO139, V. mimicus, V. alginolyticus и V. hollisae; 
TDH-родственного гемолизина (trh) у V. cholerae 
nonO1/nonO139 и V. (Listonella) anguillarum [4, 57]. 
отсюда вытекает опасность формирования новых 
клонов с повышенным патогенетическим, а возмож-
но, и эпидемическим потенциалом (как в случае с 
V. cholerae O139), последствия распространения ко-
торых непредсказуемы. поэтому данная группа воз-
будителей требует внимания со стороны исследова-
телей и санэпидслужб российской Федерации.
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Заболеваемость людей в Российской Федера-
ции. в 2015 г. в российской Федерации зарегистри-
ровано 3 случая заболевания сибирской язвой людей 
в одном субъекте приволжского федерального окру-
га. это на 4 случая меньше по сравнению с 2014 г.

в мае 2015 г. на летней выгульной площадке в 
с. репное балашовского района саратовской области 
был произведен несанкционированный убой забо-
левшего бычка. мясо без проведения ветеринарно-
санитарной экспертизы было распределено между 
четырьмя семьями, а шкура животного сдана загото-
вителю кожевенного сырья. у трех человек, осущест-
влявших вынужденный убой и разделку туши жи-
вотного, диагностирована кожная форма сибирской 
язвы. диагноз был установлен на основании эпиде-
миологического анамнеза, клинической картины, вы-
деления культуры возбудителя сибирской язвы из ма-
териала от одного больного, положительных резуль-
татов пцр с клиническим материалом, а также выде-
ления культур из проб мяса и объектов окружающей 

среды с места прирезки. анализы были проведены 
российским научно-исследовательским противочум-
ным институтом «микроб» и ветеринарной службой 
саратовской области. в комплекс противоэпидеми-
ческих и профилактических мероприятий включено 
медицинское наблюдение и проведение экстренной 
антибиотикопрофилактики лицам, контактировав-
шим с мясом и употреблявшим его в пищу.

Заболеваемость сельскохозяйственных жи-
вотных в Российской Федерации. по данным рос-
сельхознадзора, в 2015 г. на территории российской 
Федерации заболевания сибирской язвой сельскохо-
зяйственных животных зарегистрированы в двух фе-
деральных округах – центральном и приволжском. 
в белгородской области (чернянский район) забо-
левание выявлено в частном секторе у одной головы 
мелкого рогатого скота (мрс), не вакцинированной 
против сибирской язвы. в с. репное балашовского 
района саратовской области, являющимся стацио-
нарно неблагополучным по сибирской язве пунктом 
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(с последним проявлением активности в 1961 г.), си-
бирская язва зафиксирована у 2 из 37 голов вакцини-
рованного крупного рогатого скота (крс). проведен 
комплекс противоэпизоотических мероприятий по 
локализации и ликвидации очагов.

в 2015 г. профилактическая вакцинация сель-
скохозяйственных животных против сибирской 
язвы осуществлялась во всех субъектах российской 
Федерации.

Заболеваемость людей в приграничных с 
Российской Федерацией государствах. в 2015 г. 
кожная форма сибирской язвы зарегистрирована 
у 2 жителей армении, контактировавших с мясом 
крс, приобретенным на территории грузии. в че-
тырех областях кыргызстана зафиксировано 15 
случаев заражения сибирской язвой при контакте 
с больным крс в процессе убоя и разделки туш. в 
трех районах молдавии в результате вынужден-
ного убоя крс и мрс сибирской язвой заболели 
5 человек. сообщалось также о заболевании двух 
человек, проводивших вынужденный убой скота 
в каракалпакстане, и 19 госпитализированных по-
сле употребления в пищу мяса больных сельскохо-
зяйственных животных в самаркандской области 
узбекистана. в двух провинциях китая сибирской 
язвой заболели 29 человек после контакта с заболев-
шими животными, тушами и продуктами животного 
происхождения.

Заболеваемость сельскохозяйственных жи-
вотных в приграничных с Российской Федерацией 
государствах. случаи заболевания сибирской яз-
вой зарегистрированы в белоруссии (1 голова крс), 
грузии (6 вспышек в 4 районах – 25 голов крс), 
казахстане (крс, количество вспышек и вовлечен-
ных животных не указано), китае (5 вспышек в 4 
провинциях – 45 крс, 10 мрс, 1 мул), кыргызстане 
(в 4 областях – крс), молдавии (4 вспышки в 4 райо-
нах – крс, мрс), монголии (24 вспышки на 7 терри-
ториях – 18 крс, 23 мрс, 78 лошадей), таджикистане 
(2 вспышки в 2 областях – 2 крс), узбекистане (2 
вспышки в 2 областях – крс).

Заболеваемость людей в странах дальнего 
зарубежья. в болгарии сибирской язвой заболе-
ли и скончались 2 человека. оба случая заболева-
ния пришлись на северо-восточную часть государ-
ства. первый случай заболевания выявлен в июле 
(варненская область), инфицирование произошло в 
процессе вынужденного убоя одной головы крс в 
частном подворье и, возможно, употребления мяса 
в пищу. в ходе эпидемиологического расследования 
установлено, что хозяин прирезанного животного 
сдал мясо в нелегальный мясоперерабатывающий 
цех, откуда оно было доставлено в розничные мага-
зины, рестораны, киоски быстрого питания трех на-
селенных пунктов и курорта золотые пески, всего на 
23 объекта. все заведения были закрыты для прове-
дения заключительной дезинфекции. исследования 
материала на наличие возбудителя сибирской язвы 
от 28 человек, употреблявших в пищу блюда, при-

готовленные из инфицированного мяса, показали от-
рицательные результаты. второй случай заболевания 
с летальным исходом зарегистрирован в сентябре 
(добричская область). заражение собственницы ско-
та произошло при несанкционированном убое забо-
левшей овцы, в процессе которого женщина получи-
ла резаную рану кисти руки. 

кожная форма выявлена у нескольких фермеров 
в аргентине, проводивших разделку туш павшего 
крс. в марокко выявлено 9 случаев заболевания 
кожной формой, связанных с уходом за больным ско-
том. в турции кожная форма сибирской язвы диагно-
стирована у 5 человек, контактировавших с больны-
ми животными в процессе убоя и разделки туш.

два летальных случая зафиксированы в гвинее 
после употребления в пищу мяса больного скота. в 
связи с употреблением в пищу мяса павшего крс в 
западной замбии заболели 18 человек, в зимбабве – 
48. свыше 80 человек заболели и, как минимум, 8 из 
них скончались после употребления инфицирован-
ного мяса в индии. трое жителей Южного судана 
скончались на территории уганды, куда прибыли 
для получения квалифицированной медицинской по-
мощи, от гастроинтестинальной формы сибирской 
язвы, развившейся после употребления мяса и мо-
лока больных, предположительно, диких животных. 
в кении в результате снятия шкуры с павшего крс 
4 человека заболели, двое из них скончались; кроме 
этого, госпитализировано 83 человека, заболевших в 
результате употребления в пищу мяса больных жи-
вотных. в перу сибирской язвой заболело 54 чело-
века в связи с контактом с павшим скотом и/или упо-
треблением инфицированного мяса.

Заболеваемость животных в странах дальне-
го зарубежья. в 2015 г. сибирская язва сельскохозяй-
ственных животных регистрировалась повсемест-
но. в азии вспышки заболевания зафиксированы в 
афганистане (178 вспышек на 19 административных 
территориях – пало/вынужденно забито 622 голо-
вы мрс в I полугодии, далее – данные отсутству-
ют), бутане (1 вспышка – 5 голов крс), израиле (1 
вспышка – 1 голова крс), индии (множество вспы-
шек в 7 регионах с вовлечением большого количе-
ства крс, мрс, свиней), иордании (13 вспышек на 
1 территории – 13 мрс, 2 собаки), китае (5 вспышек 
в 4 провинциях – 45 крс, 10 мрс, 1 мул), сирии (4 
вспышки – 11 крс), турции (21 вспышка в 16 регио-
нах – 45 крс, 19 мрс).

в африке эпизоотические очаги выявлены в 
буркина-Фасо (4 вспышки на 1 территории – 5 крс), 
гане (3 вспышки в 1 районе – 49 крс), гвинее (8 
вспышек в 6 регионах – 71 крс, 45 мрс), гвинее-
бисау (6 вспышек – 23 крс), зимбабве (18 вспышек в 
4 округах – 116 крс), замбии (3 вспышки в 3 районах 
западной провинции – крс), кении (9 вспышек на 6 
территориях – 45 крс, 5 мрс, несколько собак, кото-
рых кормили мясом павшего скота), мали (2 вспыш-
ки на 1 территории – 11 крс), марокко (2 вспышки 
в 2 районах – 2 крс), намибии (1 вспышка – 1 крс), 
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республике нигер (4 вспышки в 1 округе – 25 мрс), 
танзании (1 вспышка – 1 крс), Южном судане (1 
вспышка – 11 крс), конго, сенегале, центральной 
африканской республике, чаде (количество вспы-
шек и вовлеченных животных не указано). 

в европе сибирская язва у животных диагно-
стирована в болгарии (4 вспышки в 3 регионах – 3 
мрс, 2 крс), великобритании (1 вспышка – 2 крс), 
венгрии (2 вспышки в 2 регионах – 4 мрс), италии (1 
вспышка – 3 мрс), македонии (1 вспышка – 1 крс), 
словении (2 вспышки на 2 территориях – 8 крс).

сибирская язва зарегистрирована в таких стра-
нах Южной америки, как аргентина (5 вспышек на 
одной территории – 191 крс), парагвай (3 вспышки 
в 3 округах – 6 крс), перу (1 вспышка – 6 крс, а 
также мрс), уругвай (1 вспышка – 1 крс), чили (2 
вспышки в 2 регионах – 5 крс), коста-рика (количе-
ство вспышек и вовлеченных животных не указано).

заболевания скота выявлены также в государ-
ствах северной америки: канаде (вспышки на 2 тер-
риториях – 15 крс), сШа (4 вспышки в 3 штатах – 4 
крс, 1 лошадь), а также в австралии (2 вспышки в 2 
штатах – 2 крс).

случаи заболевания сибирской язвой диких жи-
вотных отмечались в кении (300 буйволов, а также 
носороги, жирафы, бородавочники, газели, несколь-
ко видов антилоп), Южной африканской республике 
(285 животных в национальном парке крюгера в I 
полугодии – 240 особей различных видов антилоп, 
32 зебры, 8 павианов, 2 слона, 2 буйвола, 1 гиена), 
канаде (57 бизонов), индии (свыше 30 слонов), 
ботсване (3 слона).

Лабораторная ошибка. в 2015 г. в сШа зафик-
сированы новые факты лабораторной ошибки при об-
ращении со штаммами возбудителя сибирской язвы. 
так, лабораторной базой министерства обороны 
сШа (мо сШа) при полигоне дагуэй в штате Юта 
(Life Sciences Division at Dugway Proving Ground, 
Utah – DPG-LSD) подготовлены и разосланы в ряд 
лабораторий сШа и иностранных государств панели 
образцов, которые, как подразумевалось, содержали 
обеззараженные штаммы возбудителя сибирской 
язвы. практика рассылки образцов в лаборатории, 
занимающиеся разработкой и апробацией новых со-
временных средств детекции и идентификации био-
логических угроз в пробах объектов окружающей 
среды, в том числе сибиреязвенного микроба, явля-
ется обычной для мо сШа. спустя месяц после по-
лучения образцов, одна из лабораторий обратилась 
в центр по контролю и профилактике заболеваний 
(Centers for Disease Control and Prevention – CDC) с 
заявлением о наличии жизнеспособных спор Bacillus 
anthracis в полученных пробах. проверка CDC при 
поддержке мо сШа подтвердила факт наличия в 
образцах низких концентраций жизнеспособных 
спор возбудителя сибирской язвы. 

в период с 2004 по 2015 год DPG-LSD подготов-
лены 86 партий образцов B. anthracis, при повторной 
проверке 33 из них специалистами CDC было выяв-

лено 17 партий, содержащих жизнеспособные споры 
сибирской язвы, при этом сертификаты, подтверж-
дающие обеззараженность материала, были выданы 
специалистами DPG-LSD на каждую из 86 партий. 

дальнейшее расследование выявило контами-
нацию спорами сибиреязвенного микроба объектов 
окружающей среды за пределами лабораторного по-
мещения DPG-LSD, в котором проводилась подго-
товка образцов. следственная группа также выявила 
ряд институциональных факторов, которые способ-
ствовали инциденту: серьезные нарушения органи-
зации и управления лабораторной службы, надзор-
ных функций, неадекватная частота и объем контро-
ля качества лабораторных процедур, недостаточное 
финансирование, приведшее к сокращению персона-
ла, в результате которого на сотрудников возложены 
дополнительные обязанности, неполное выполнение 
которых, а также нечеткое следование стандартным 
операционным процедурам привело к неэффектив-
ному осуществлению критичных процессов. на 
основании совокупной информации, полученной в 
ходе расследования случившегося, CDC приоста-
новило для DPG-LSD действие регистрационного 
свидетельства, дающего право на работу с возбуди-
телем сибирской язвы, а позже и разрешительного 
свидетельства на работу со всем перечнем опасных 
пба. мо сШа охарактеризовало случившееся как 
«масштабный ведомственный провал в обращении 
военно-медицинских лабораторий сШа с возбуди-
телями особо опасных инфекций». 

в российской Федерации 2015 год характе-
ризовался невысокой заболеваемостью сибирской 
язвой людей и сельскохозяйственных животных. 
инфицирование людей произошло при контакте с 
больными животными в процессе несанкциониро-
ванного вынужденного убоя и разделки туш скота.

среди приграничных стран, в которых регистри-
ровалась сибирская язва у людей, наибольшее коли-
чество случаев пришлось на государства средней 
азии. лидирующее место по числу заболевших 
людей в дальнем зарубежье принадлежит азии и 
африке. заражение происходило преимущественно 
в результате убоя больных сельскохозяйственных 
животных, в странах со сложной экономической си-
туацией связано также с употреблением в пищу мяса 
больных животных. 

эпизоотии сибирской язвы среди сельскохозяй-
ственных животных регистрировались в мире повсе-
местно. в видовой структуре заболевших животных 
преобладал крупный рогатый скот. вспышки забо-
левания среди диких животных отмечены в странах 
африки, азии, северной америки. в болгарии име-
ла место поставка зараженного мяса в торговую сеть 
и на объекты общественного питания. 

лабораторная ошибка, повлекшая рассылку не-
эффективно обеззараженных образцов штаммов 
возбудителя сибирской язвы в лаборатории сШа и 
ряда зарубежных стран, в очередной раз показала 
важность неукоснительного соблюдения регламен-
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тированных протоколов инактивации проб штам-
мов возбудителей опасных инфекционных болезней 
и тщательной проверки образцов после процедуры 
обеззараживания на специфическую стерильность 
перед их анализом с использованием современных 
методов исследования и, особенно, перед передачей 
в подразделения или организации низкого уровня 
биологической безопасности.

учитывая эпизоотолого-эпидемиологическую 
обстановку по сибирской язве в российской 
Федерации в последнее десятилетие, можно про-
гнозировать в 2016 г. от 1 до 20 случаев заболевания 
людей. эпизоотологическое неблагополучие в стра-
нах ближнего и дальнего зарубежья создает потенци-
альную опасность завоза в российскую Федерацию 
больных животных, а также контаминированного 

сырья и продуктов животного происхождения.
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создание вакцин нового поколения основано на 
современных представлениях о физиологии бактерий 
и вирусов, использовании достижений молекулярной 
биологии, геномики, протеомики, прикладной и тео-
ретической иммунологии. новые технологии и под-
ходы становятся неотъемлемой частью конструиро-
вания вакцин для защиты от различных инфекцион-
ных болезней, в том числе особо опасных, борьбы с 
пандемиями и актами биотерроризма [37]. 

конструирование вакцинных препаратов на 
основе иммуногенных антигенов, синтезируемых 
рекомбинантными продуцентами, в значительной 
мере решило проблему остаточной вирулентности 
и реактогенности. однако исследования послед-
них десятилетий показали, что продукты геномных 
технологий обладают недостаточной иммуноген-
ностью, в том числе вследствие отсутствия у них 
патоген-ассоциированных молекулярных структур 
микроорганизмов, взаимодействующих с рецептора-
ми врожденного иммунитета. стимуляция структур 
врожденного иммунитета инициирует каскад реак-
ций, запускающих развитие адаптивного иммуните-

та. следовательно, вакцины на основе рекомбинант-
ных иммуногенных антигенов требуют включения в 
рецептуру веществ, неспецифически усиливающих 
иммунный ответ [4]. в современный период важней-
шим направлением вакцинологии является поиск и 
внедрение в практику новых адъювантов, действую-
щих непосредственно на иммунокомпетентные клет-
ки и стимулирующих формирование выраженного 
адаптивного иммунного ответа. 

разработка адъювантов прошла путь от первых 
эмпирических экспериментов до целенаправленного 
конструирования на основе современных представ-
лений о взаимодействиях макро- и микроорганизмов. 
слово «адъювант» происходит от латинского глагола 
«adjuvare», который означает «помогать» или «уси-
ливать». адъюванты применяются в вакцинах уже 
на протяжении столетия. еще в 1916 г. Le Moignic и 
Pinoy опубликовали данные о способности эмульсии 
минеральных масел повышать иммунный ответ на 
антигены. понятие «иммунологический адъювант» 
введено в двадцатых годах прошлого века. G.Ramon 
обратил внимание, что у лошадей на месте инъекции 
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дифтерийного анатоксина в комбинации с опреде-
ленными веществами образуется абсцесс, при этом 
отмечается более выраженная и длительная выработ-
ка антител. в 1926 г. A.Glenny et al. продемонстриро-
вали адъювантный эффект солей алюминия, комби-
нируя дифтерийный анатоксин с квасцами. в 1936 г. 
был разработан полный адъювант Фрейнда, в состав 
которого входили убитые микобактерии в эмульсии 
из воды и минерального масла. в 1950 г. A.Johnson et 
al. обнаружили, что липополисахариды из грамотри-
цательных бактерий или родственные соединения, 
такие как липид а, обладают иммуностимулирую-
щим эффектом [7]. в настоящее время на стадии ис-
пытаний находится немало современных адъюван-
тов, способных не только усиливать поглощение 
антигена антигенпрезентирующими клетками (апк) 
или доставлять его в зоны локализации иммуноком-
петентных клеток, но и выступать в качестве непо-
средственных иммуноактиваторов. 

все природные и синтетические соединения, об-
ладающие способностью стимулировать иммунный 
ответ, как правило, классифицируют по механизму 
действия, или по физико-химическим свойствам 
[35]. классификация по механизму действия делит 
адъюванты на три группы: активные иммуностиму-
ляторы, действующие непосредственно на иммуно-
компетентные клетки, прежде всего апк; носители – 
иммуногенные продукты, активирующие т-клетки; 
адъюванты, обладающие транспортными свойства-
ми, такие как эмульсии или липосомы, которые слу-
жат в качестве матрицы для антигенов и доставляют 
его к иммунокомпетентным клеткам. наиболее часто 
используемая классификация по физико-химическим 
и биологическим свойствам подразделяет адъюванты 
на минеральные; бактериальные, комбинированные, 
масляные эмульсии, корпускулярные, синтетические, 
цитокиновые. иногда адъюванты в зависимости от 
пути введения вакцинного препарата, частью кото-
рого они являются, подразделяют на мукозальные 
(через слизистую оболочку) и парентеральные. 

Минеральные адъюванты. в группу минераль-
ных адъювантов входят гидроксид алюминия, фос-
фат алюминия, кальция фосфат и т.д. соли алюминия 
многие десятилетия были практически единствен-
ным общепринятым адъювантом. взаимодействуя 
с антигеном, они функционируют как «депо» им-
муногенного вещества, постепенно доставляя его 
в зоны локализации иммунокомпетентных клеток. 
возникающие в области введения адъюванта вос-
палительные реакции способствуют макрофагаль-
ному транспорту антигена к лимфатическим тканям. 
адъювантная активность направлена на гумораль-
ный ответ, который развивается по Th2 типу и сопро-
вождается продукцией интерлейкинов (IL), в част-
ности IL-4, IL-5, IL-10, и антител класса G1, е [11]. 
механизм сдвига в сторону Th2 фенотипа не связан 
с функцией дендритных клеток, а является результа-
том подавления Th1 ответа. рецепторы врожденного 
иммунитета, например, толл-подобные рецепторы 

(toll-like receptors, TLR) не реагируют на данный адъ-
ювант. в свете накапливающихся современных дан-
ных механизм действия солей алюминия не может 
быть объяснен исключительно классической теори-
ей «депо» и, очевидно, будет дополнен. соли алю-
миния используют при промышленном производстве 
большинства вакцин во всем мире. они входят в со-
став различных вакцинных препаратов: дифтерийно-
коклюшно-столбнячной, дифтерийно-столбнячной, 
дифтерийно-столбнячно-гепатитной, инактивиро-
ванной полиомиелитной, пневмококковой конъю-
гированной, гриппозной вакцин, четырехвалентной 
вакцины против вируса папилломы человека, вакцин 
против гепатита а и в, лицензированных сибиреяз-
венных химических вакцин AVA (anthrax vaccine ad-
sorbed, BioThrax, сШа) и AVP (anthrax vaccine pre-
cipitated, великобритания), отечественной комбини-
рованной сибиреязвенной вакцины и др. основные 
недостатки алюминиевых адъювантов заключаются 
в отсутствии воздействия на клеточный иммунитет. 
несмотря на длительное использование препаратов, 
ученые продолжают изучать вопросы безопасности 
соединений алюминия, в частности, взаимодействие 
между алюминием и ртутью, которая входит в со-
став некоторых вакцин, и влияние этого сочетания 
на отдельные органы и ткани организма человека. в 
последнее время появляется все больше эксперимен-
тальных работ, подвергающих сомнению абсолют-
ную безопасность солей алюминия для макроорга-
низма [39]. 

Бактериальные адъюванты. в качестве бакте-
риальных адъювантов используются субстанции бак-
терий и грибов. установлено, что адъювантной актив-
ностью обладают различные компоненты бактери-
альной клеточной стенки. в первую очередь, это пеп-
тидогликаны и липополисахариды. пептидогликаны 
получают из клеточных стенок таких бактерий, как 
Bordetella pertussisили или Corynebacterium parvum. 
активным началом является мурамил-дипептид, сти-
мулирующий как гуморальный, так и клеточный им-
мунный ответ [9]. адъювантную активность липопо-
лисахарида (лпс) грамотрицательных бактерий свя-
зывают со структурным элементом – липидом а. в 
слабокислой среде он гидролизуется в нетоксичный 
монофосфорилированный липид (MPL). получают 
MPL из лпс мутантного штамма Salmonella minne-
sota. безопасность MPL подтверждена многочислен-
ными клиническими исследованиями. MPL входит 
в состав экспериментальных вакцин против вируса 
герпеса, вируса папилломы человека и целого ряда 
противоопухолевых вакцин. сообщалось, что еже-
недельные в течение трех месяцев инъекции MPL 
линейным мышам с заболеванием, аналогичным 
человеческой болезни альцгеймера, приводят к су-
щественному сокращению (на 80 %) амилоидных 
бляшек в тканях мозга и улучшению когнитивной 
функции у животных [48]. предположительно MPL 
может применяться для замедления прогрессирова-
ния болезни альцгеймера и в качестве превентивной 
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меры для людей с высоким фактором риска развития 
болезни [33]. 

адъюванты на основе компонентов клеточных 
стенок бактерий способны взаимодействовать с ре-
цепторами системы врожденного иммунитета, вклю-
чая TLR. эти распознающие образ рецепторы (pattern 
recognition receptors, PRRs) широко распространены 
в клетках макроорганизма. TLR экспрессированы на 
клетках первой линии защиты от инфекции – макро-
фагах, эозинофилах, дендритных и тучных клетках, 
эпителии слизистых оболочек и эндотелии кожи. 
они ассоциированы с молекулярными структурами, 
контролирующими распознавание и деструкцию вне-
дряющихся патогенов. TLR взаимодействуют с вы-
сококонсервативными, присущими патогенным ми-
кроорганизмам паттернами (pathogen-associated mo-
lecular patterns – PAMP) и эндогенными молекулами 
опасности. в результате активации TLR происходит 
широкий спектр биологических реакций – от индук-
ции синтеза противовоспалительных цитокинов и 
интерферона (обеспечивающие реализацию реакций 
врожденного иммунитета) до экспрессии костиму-
лирующих молекул, которые являются промоторами 
т-клеточной активации и определяют развитие адап-
тивного иммунного ответа [42]. адъюванты на осно-
ве компонентов клеточных стенок бактерий за счет 
особых молекулярных структур активируют TLR 
4 типа, что является сигналом к запуску усиленной 
секреции воспалительных цитокинов и хемокинов. 
сигнализация TLR индуцирует созревание макро-
фагов и дендритных клеток, экспрессию костимули-
рующих молекул CD40, CD80, CD86 и направляет 
развитие иммунного ответа по Th1 типу.

Комбинированные адъюванты. эксперимен-
тально установлено, что при комбинации адъюван-
тов суммируется их активность и это ведет к уси-
лению стимулирующего действия [46]. важно, что, 
комбинируя адъюванты, можно ориентировать Th 
ответ по требуемому типу. комбинация гидроокиси 
алюминия и MPL зарегистрирована как разрешен-
ный для человека адъювант SBA54 (ранее ASO4). 
адъювантная система была тестирована в различ-
ных вакцинах. впервые адъювант AS04 был включен 
в состав вакцины против гепатита в, разработанной 
для пациентов с заболеванием почек. клинические 
испытания показали, что использование адъювант-
ной системы AS04 приводит к повышению титров 
специфических антител при условии уменьшения 
количества доз, установленного для подобной вакци-
ны с соединениями алюминия [43]. адъювант AS04 
входит также в состав вакцины против вируса папил-
ломы человека. данный препарат индуцирует выра-
женный гуморальный и клеточный иммунный ответ 
продолжительностью более 3 лет [21]. вакцина одо-
брена в сШа, европе и некоторых других странах. 

иммуностимулирующим свойством обладает 
белковый компонент бактерий, обеспечивающий их 
подвижность, – флагеллин. он является агонистом 
TLR 5-го типа. в частности, в доклинических ис-

пытаниях химической вакцины для специфической 
профилактики чумы показана эффективность ис-
пользования в качестве адъюванта флагеллина из ре-
комбинантного штамма Salmonella. в эксперименте 
у макак циномолгус, иммунизированных прототипом 
вакцины, отмечали выраженный антительный ответ, 
при заражении вирулентным штаммом возбудителя 
чумы выжило 100 % животных [27]. 

Масляные адъюванты. среди масляно-водных 
или водно-масляных эмульсионных адъювантов 
наиболее широко известен адъювант Фрейнда. 
полный адъювант Фрейнда (паФ) состоит на 
85 % из минерального масла. в него входят также 
моноолеат маннита с термоинактивированными 
Mycobacterium tuberculosis. механизм действия 
паФ основан на формировании резервуара анти-
гена, защищенного от деградации. бактериальные 
компоненты адъюванта активируют т-клеточной 
ответ [41]. существенным недостатком паФ явля-
ются системные и локальные побочные реакции, в 
связи с этим он не используется в медицинской и 
ветеринарной практиках. применение паФ в экс-
периментах на животных ограничено рамками раз-
личных нормативных документов. 

в качестве альтернативы паФ разработан ряд 
препаратов с похожим механизмом действия, но 
менее токсичных. система TiterMax представляет 
собой водно-масляную эмульсию кополимера сRL-
8041 и масла сквален. в структуру кополимера вхо-
дят гидрофобный полиоксипропилен и гидрофиль-
ный полиоксиэтилен. кополимеры, в отличие от 
других поверхностно-активных антигенов, менее 
токсичны из-за эластичности структуры, малой ги-
дрофобной активности, слабости межмолекулярных 
взаимодействий и небольшого количества заряжен-
ных групп. биологическая особенность препарата 
заключается в концентрации значительно большого 
количества антигена по сравнению с растворимой 
формой. адъювант, воздействуя на комплемент, ак-
тивизирует иммунореактивные клетки, способствует 
усиленной экспрессии молекул комплекса гистосов-
местимости II класса на макрофагах, усиливая пре-
зентацию антигена е-клеткам [24]. адъювантная 
система Ribi представлена различными продуктами. 
в ее составе содержатся минимальные количества 
масла и поверхностно-активный Tween 80 [14]. в 
качестве иммуномодуляторов введены поверхност-
ные структуры микроорганизмов – экстракты бакте-
риальной стенки микобактерий, грамотрицательных 
бактерий (MPL), комплекс высокомолекулярных 
гликолипидов, экстрагированных из сапрофитов 
M. phlei, компонент эндотоксина грамнегативных 
бактерий. ключевым элементом адъювантной актив-
ности системы Ribi является MPL. адъювант MF59, 
производимый компанией Novartis, представляет со-
бой масляно-водную микроэмульсию. он включает 
сквален и поверхностно-активные вещества Tween 
80 и Span 85 [16]. в основе адъювантного действия 
лежит привлечение в зону инъекции макрофагов и 
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дендритных клеток. данная композиция входит в со-
став инактивированной противогриппозной вакцины 
FLAUD, которая производится с 1997 г. корпорацией 
Chiron. препарат утвержден учреждениями здраво-
охранения в нескольких европейских странах [45], 
включен в состав экспериментальных вакцин против 
вич-инфекции, вирусов герпеса и гриппа с предпо-
лагаемым пандемическим потенциалом. масляный 
адъювант Syntex Adjuvant Formulation (SAF) избира-
тельно стимулирует гуморальный иммунный ответ 
и образование IgG у лабораторных мышей. лучший 
эффект достигается при взаимодействии с белками, 
обладающими гидрофобным эффектом. в эту же 
группу входят монтаниды – масляные адъюванты, 
у которых различные поверхностно-активные ве-
щества комбинируются с неметаболизированным 
или метаболизированным минеральным маслом. 
разновидности монтамидов различаются соотноше-
нием масляной и водной фаз в масляно-водных или 
водно-масляно-водных эмульсиях.

Корпускулярные адъюванты. в особую группу 
выделяют корпускулярные адъюванты. установлено, 
что некоторые природные частицы помогают форми-
ровать депо антигенов, тем самым усиливая иммун-
ный ответ на них. в частности, инкапсулировать и 
транспортировать антигены способны липосомы – 
двухслойные структуры, содержащие холестерол и 
фосфолипид [36]. присоединенные к оболочке им-
муногенные антигены стимулируют продукцию ци-
тотоксичных T-лимфоцитов. активность липосом 
повышается при сочетании их с растворимыми им-
муномодуляторами. в качестве адъювантов исполь-
зуются также наночастицы и иммуностимулирую-
щие комплексы. 

разработка адъювантов на основе частиц фитови-
русов является перспективным направлением в обла-
сти новых биотехнологий в медицине. использование 
природных биодеградируемых белковых фитовирус-
ных структур дает преимущество в эффективности 
иммунного ответа и в технологии производства (в 
сравнении с минеральными и масляными адъюван-
тами). Фитовирусы являются доступным, дешевым и 
удобным объектом для разработки новых биотехно-
логий. из-за отсутствия общих патогенов у растений 
и человека такие частицы биологически безопасны, 
кроме того они биодеградируемы, высокостабильны, 
высокоиммуногенны и не имеют аналогов и прототи-
пов в природе и технике [30]. растительное происхо-
ждение имеет гликозид сапонин, его экстрагируют из 
коры деревьев. неочищенный водный экстракт коры 
растения Guillaja saponaria токсичен, а получаемый 
из него иммуностимулирующий комплекс Guil A и 
очищенный препарат GS-21 усиливают иммуноген-
ность протеиновых, гликопротеиновых и полисаха-
ридных антигенов, стимулируют секрецию IL-1 и 
IL-6, влияющих на клеточный и гуморальный им-
мунный ответ [20]. адъювант GS-21 прошел клини-
ческие испытания в составе вакцин против малярии, 
гепатита, гриппа, иммунодефицитных состояний и 

некоторых видов новообразований. исследуются 
комбинированные адъюванты, содержащие сапони-
новые эмульсии и MPL. они входят в состав экспе-
риментальных вакцин против малярии и туберкулеза 
[18, 40]. разработан иммуностимулирующий ком-
плекс (ISCOMS), представляющий собой сфериче-
ские структуры, как правило, 40 нм в диаметре, кото-
рые самопроизвольно образуются при смешивании в 
определенном соотношении холестерина, фосфоли-
пидов и сапонинов. 

Синтетические адъюванты. адъювантной 
активностью обладает также бактериальная днк 
с высоким содержанием CpG мотивов. CpG-одн 
(цитозин-гуанин олигодезоксинуклеотиды) можно 
синтезировать по известным нуклеотидным после-
довательностям. последовательности CpG – олиго-
нуклеотиды, несущие тиофосфорильные модифика-
ции, взаимодействуют с TLR 9-го типа и индуцируют 
иммунный ответ, переключая Th2 на Th1. активируя 
систему врожденного иммунитета, CpG-одн суще-
ственным образом повышают уровень иммунного 
ответа даже на низкоиммуногенные антигены [2]. 
считается, что днк с неметилированными мотивами 
может быть лучшим клеточным адъювантом, воздей-
ствующим на клеточные рецепторы. достоинством 
CpG-одн является отсутствие выраженной токсич-
ности [10, 28]. на этом основании применение CpG-
одн в качестве адъюванта одобрено глобальным 
консультативным комитетом по безопасности вак-
цин воз. комбинация CpG с различными носителя-
ми: наночастицами, микросферами, липосомами и 
т.п. способствует еще большей активации антиген-
специфичного ответа. 

для объяснения иммуностимулирующей актив-
ности CpG была выдвинута теория «сигнала опасно-
сти», согласно которой бактериальная днк, попав в 
организм, воспринимается иммунной системой как 
патогенный агент, способный вызывать инфекцион-
ный процесс. реакция организма на днк, обогащен-
ную неметилированными CpG мотивами, в первую 
очередь, заключается в стремительной и мощной 
активации различных неспецифических механизмов 
иммунологической защиты, представляющих собой 
первую «линию обороны» против инфекционных 
возбудителей, паразитов и трансформированных кле-
ток. непосредственно или как ко-стимулирующий 
сигнал, CpG-одн активируют фактически все клет-
ки иммунной системы [31]. поглощаясь клетками 
иммунной системы, CpG-одн специфически взаи-
модействует с TLR 9-го типа, присутствующих в 
цитоплазматических эндоцитозных везикулах, что 
приводит к стремительной генерации реактивных 
форм кислорода и активации NO-синтазы. дальше 
TLR-опосредованная активация иммунокомпетент-
ных клеток происходит через сигнальный каскад, 
вовлекающий MyD88 (myeloid differention primary 
response gene 88) и такие сигнальные молекулы, 
как IL-1, IRAK (receptor-activated kinase) и TRAF6 
(tumour-necrosis factor receptor-associated factor 6). 
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кульминацией в этом сигнальном каскаде является 
активация нескольких транскрипционных факторов, 
включая nuclear factor-kB и activating protein 1 [50]. 

синтетические CpG входят в состав эксперимен-
тальных вакцин, допущенных к испытаниям на лю-
дях. в частности, в настоящее время на стадии кли-
нических испытаний находится препарат AV-7909, 
представляющий собой химическую сибиреязвен-
ную вакцину AVA с добавлением CpG 7909 (другое 
название CpG 2006) [34,38]. иммуностимулирующие 
свойства CpG-одн принимаются во внимание и при 
конструировании современных рекомбинантных вак-
цин для специфической профилактики чумы [6, 8]. 
сообщалось, что интраназальное профилактическое 
введение линейным мышам CpG (без антигенов) за 1 
день до экспериментального моделирования бубон-
ной чумы (подкожное заражение вирулентным штам-
мом возбудителя чумы) обеспечивает существенную 
защиту от развития патологических процессов в ма-
кроорганизме [25]. показано, что добавление CpG 
7909 в коммерческие вакцины против гепатита в 
(Engerix-B) и гриппа (Fluarix) усиливает иммунный 
ответ и, следовательно, позволяет уменьшить дози-
ровку препаратов [22]. эффективность CpG в каче-
стве адъюванта или средства монотерапии исследо-
вана в клинических испытаниях препаратов при раке 
легкого, т-клеточной лимфоме, карциноме почек, 
гепатите с, пыльцевой аллергии и т.д. [17, 29, 32]. 
CpG-одн рассматриваются как оптимальная плат-
форма для комбинированных адъювантов. сочетание 
CpG-одн и MF59 потенцирует иммунный ответ на 
антиген р55 вируса иммунодефицита человека [12]. 

соединение полиэтилена и азота – полиэтиле-
нимин (пэи), активно используется биологами в 
генной терапии. к вирусам, предназначенным для 
избирательного проникновения в пораженные клет-
ки, добавляют полиэтиленимины, при этом иммун-
ная реакция организма многократно усиливается. в 
частности, этот эффект был использован при разра-
ботке вакцины против вич. исследования прово-
дили на мышах, иммунизированных вакциной без 
адъюванта, с добавлением эффективного адъюванта 
стрептавидина, с добавлением пэи. в результате у 
мышей, получавших вакцину с пэи, количество ан-
тител оказалось соответственно в 100 и 6 раз больше, 
чем в группах животных, иммунизированных вакци-
ной без адъюванта и с добавлением стрептавидина. 
эффективности пэи оценивалась также в составе 
вакцин против вирусов герпеса и гриппа. в этих слу-
чаях однократная иммунизация обеспечивала 100 % 
защиту от смертельных доз вирусов. такой результат 
не возможно было достичь при использовании дру-
гих адъювантов [49]. 

полиоксидоний – производное пиперазина (N- 
оки сленного полиэтилена) является эффективным 
иммуномодулятором с комбинацией фармакологиче-
ских свойств. уникальные свойства полиоксидония 
заключаются в регулировании его действия в зави-
симости от состояния иммунной системы. эффект 

полиоксидония заключается во влиянии на функ-
циональную активность фагоцитов периферической 
крови человека. в этой связи препарат эффективно 
применяется для профилактики гриппа и острых ре-
спираторных вирусных инфекций [5]. в россии про-
изводится сезонная вакцина против гриппа, в состав 
которой вместо полиоксидония включен адъювант 
совидон – сополимер N-винилпирролидона и 2-ме-
тил-5-винилпиридина. вещество обладает иммуно-
модулирующими, детоксицирующими, антиокси-
дантными и мембранопротекторными свойствами. 
в соответствии с наименованием нового компонента 
вакцина получила название «совигрипп» [1].

Цитокиновые адъюванты. в особую группу 
выделены цитокины. они могут быть природными и 
рекомбинантными. интерферон первого поколения 
получали из крови доноров. в связи с дороговизной 
и низкой рентабельностью производства подобных 
препаратов были разработаны генно-инженерные 
технологии. современные препараты (виферон, инга-
рон, интераль и т.д.) содержат рекомбинантый альфа- 
или гамма-интерферон. предлагалось использование 
интерферона в схемах профилактики и лечения осо-
бо опасных болезней, таких как сибирская язва [47] и 
птичий грипп [23]. интерлейкин 12 (IL-12) относится 
к провоспалительным цитокинам. In vivo продуцен-
тами IL-12 являются моноциты, макрофаги, активи-
рованные лимфоциты дендритные клетки, нейтрофи-
лы. IL-12 служит посредником между макрофагами 
и лимфоцитами, врожденным и приобретенным им-
мунитетом. считается, что IL-12 является ключевым 
цитокином для усиления клеточно-опосредованного 
иммунного ответа и инициации эффективной проти-
воинфекционной защиты против вирусов, бактерий, 
грибов и простейших. рекомбинантный IL-12 ис-
пользуется в качестве адъюванта в противоопухоле-
вых вакцинах [15]. в опытах на животных исследуют 
адъювантную активность как отдельных цитокинов 
(IL-2, IL-12, INF-ɣ, GM-CSF), так и их сочетания. 
рекомбинантный IL-2 (ронколейкин) усиливает им-
мунный ответ на патогенные микроорганизмы и 
опухолевые клетки. применяется в комплексной 
терапии для иммунокоррекции в хирургии, терапии 
внутренних и инфекционных болезней, неврологии, 
онкологии. предполагают, что в основе комбинации 
цитокинов лежит синергический эффект [18]. тем не 
менее существует мнение, что использование агони-
стов TLR, индуцирующих синтез определенных ци-
токинов, позволит получить более стандартный адъ-
ювантный эффект, чем применение непосредственно 
цитокинов [13]. 

согласно теории врожденного иммунитета мо-
дификаторы функций TLR и их сигнальных путей 
являются новым поколением иммунобиологических 
препаратов для иммунопрофилактики практически 
всех видов патологии человека – инфекций, аллер-
гии, аутоиммунных болезней и онкологии [3]. в част-
ности, в адъювантных технологиях предпочтение от-
дается агонистам TLR [26, 44]. у человека семейство 
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TLR представлено 13 индивидуальными рецепто-
рами, к настоящему времени хорошо изучены 11 из 
них. часть этих рецепторов прямо взаимодействует 
с рамр микроорганизмов, а остальные участвуют в 
формировании рецепторных комплексов и обеспечи-
вают высокоаффинное взаимодействие TLR с рамр 
[42]. например, вирусная двухцепочечная рнк явля-
ется агонистом TLR 3-го типа. экспрессию TLR 4-го 
типа вызывают плазматические мембраны человече-
ских макрофагов и дендритные клетки, другие типы 
клеток млекопитающих, а также липополисахарид 
бактериального происхождения – MPL, широкий 
спектр синтетических производных. Функцию агони-
стов TLR 4-го типа во многих адъювантах выполняют 
входящие в их состав убитые бактерии, иммунологи-
чески активные компоненты бактерий или компонен-
ты клеточных мембран. бактериальный флагеллин 
является агонистом TLR 5-го типа. одноцепочечная 
рнк повышает экспрессию TLR 7 и 8-го типов, CpG-
одн и ISS иммуностимулирующие последователь-
ности TLR 9 типа. немаловажно, что адъюванты, яв-
ляющиеся агонистами TLR 3, 4, 5, 7, 8 и 9-го типов, 
широко изучались в клинической практике. 

таким образом, при разработке вакцин нового 
поколения большое внимание уделяется выбору адъ-
юванта. принимается во внимание эффективность 
активации иммунологической памяти, способность к 
комплексной стимуляции Th1 и Th2 иммунного отве-
та, избирательному транспорту иммуногенных анти-
генов в соответствующие клетки и ткани, обеспече-
нию выраженного иммунного ответа при снижении 
дозы вакцины и кратности введения. обязательным 
условием является отсутствие токсичности для орга-
низма, способности вызывать аллергические и ауто-
иммунные осложнения. в ряде случаев адъювантам 
принадлежит ключевая роль в оптимизации иммун-
ного ответа, например, при усилении иммуногенно-
сти слабых антигенов, активации иммунного ответа 
у лиц с редуцированным или ослабленным иммуни-
тетом. эффект адъювантов многократно возрастает 
при соответствии их функций свойствам иммуногена 
или при комбинировании дополняющих друг друга 
препаратов. предпочтение отдается модификатором 
функций рецепторов врожденного иммунитета и их 
сигнальных путей. в создании адъювантов нового 
поколения активно используются достижения био-
логических и медицинских наук. 
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регион северо-кавказского федерального 
округа (скФо) всегда отличался высокой заболе-
ваемостью зоонозными инфекциями, среди кото-
рых сибирская язва занимает одно из ведущих мест. 
неблагополучными по сибирской язве являются 
7 административных субъектов скФо, в том чис-
ле ставропольский край и 6 республик – дагестан, 
северная осетия-алания, кабардино-балкарская, 
карачаево-черкесская, чечня и ингушетия [1, 2, 6, 

7]. основные функции эпизоотолого-эпидемио логи-
ческого надзора за сибирской язвой – это выявле-
ние, учет, паспортизация и постоянное слежение за 
санитарно-ветеринарным состоянием и проявле-
ниями эпизоотической и эпидемической активности 
стационарно неблагополучных пунктов (снп) [4]. 
имеющийся на сегодняшний день объем информа-
ции требует соответствующей обработки, что невоз-
можно без применения специальных методов иссле-
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цель исследований. изучение эпизоотолого-эпидемиологической характеристики стационарно неблагопо-
лучных по сибирской язве пунктов (снп), расположенных на территории северо-кавказского федерального 
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пользовали статистические данные официальной регистрации заболеваемости в российской Федеоации и ма-
териалы управлений роспотребнадзора и управлений ветеринарии ставропольского края и республик скФо. 
электронные кадастры для геокодирования снп составляли с программным обеспечением ESRI (ArcGIS10.х) и 
топографической основой в виде электронных карт м 1:200000. результаты и выводы. проведенные исследования 
по изучению сроков формирования снп и их активности за 1960–2014 гг. показали, что большинство снп от-
носятся к категории старых и неманифестных пунктов. наибольший пик активности проявления сибирской язвы 
приходится на период 1960–1979 гг., в последующем сибирская язва регистрировалась от 1 до 3 лет в отдельных 
районах. 
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дования и регистрации. к числу таких методов от-
носятся географические информационные системы 
(гис), которые нашли свое применение при разра-
ботке электронных кадастров снп [1, 5].

цель исследований – дать эпизоотологическую 
и эпидемиологическую характеристику снп, рас-
положенных на территории скФо. 

материалы и методы

в качестве материалов для изучения динамики 
заболеваемости людей и животных сибирской язвой 
на изучаемых территориях за период 1960–2014 гг. 
были использованы статистические данные офици-
альной регистрации заболеваемости сибирской язвы 
в российской Федерации и материалы управлений 
роспотребнадзора и управлений ветеринарии 
ставропольского края и республик скФо по вопро-
сам сибирской язвы у людей и сельскохозяйственных 
животных. 

при составлении электронных кадастров для 
геокодирования снп на местности использова-
ли программное обеспечение ESRI (ArcGIS10.х). 
топографической основой служили электронные 
карты м 1:200000, включающие базовые слои: адми-
нистративные границы изучаемого региона, субъек-
тов скФо, районов, рельеф территории, гидрогра-
фия, населенные пункты и снп.

результаты и обсуждение

в начале проводимых исследований была состав-
лена геоинформационная база данных в ArcGIS10, 
куда вошла вся информация по тому или иному объ-
екту: административный субъект, район, населенный 
пункт, категория хозяйства, год регистрации сибир-
ской язвы, количество больных людей, количество 
павших животных по видам (крс, мрс, свиньи, ло-
шади), географические координаты населенных пун-
ктов или хозяйств. на рисунке представлены места 

проявления сибирской язвы на территории скФо в 
виде точек, каждая из которых соответствует снп. 
все это явилось основой для создания электронных 
кадастров снп по каждому субъекту скФо. 

на карте приведены все снп, независимо от 
времени их возникновения. всего в ставропольском 
крае (ск) и республиках скФо насчитывается 1151 
снп. в большинстве случаев снп были сформиро-
ваны до 1960 г. – 697 пунктов, что составляет 60,6 %. 
в последующие годы появление новых пунктов со-
кращалось. так, с 1960 по 1969 год сформировано 
236 снп (20,5 %), с 1970 по 1979 год – 120 пунктов 
(10,4 %), с 1980 по 1999 год – 85 (7,4 %), в последнем 
периоде (2000–2014 гг.) – всего 13 пунктов (1,1 %), 
9 из них находятся в республике дагестан (рд) 
(табл. 1). 

обобщение сведений о снп в скФо позволи-
ло в соответствии с классификацией б.л.черкасского 
[3] все пункты разделить на категории. большинство 
снп были отнесены к категории старых и немани-
фестных пунктов (76,0 %), известных с прошлых вре-
мен как неблагополучные и проявлявших свою актив-
ность более 40 лет тому назад. манифестных рециди-
вирующих снп в последние 30 лет оказалось на всей 
территории скФо 276. из них рецидивировали после 
1990 г. 83 пункта (7,2 %), после 2000 г. – 25 (2,2 %). 
зарегистрировано 9 новых пунктов на всей террито-
рии, при этом они зачастую формировались на терри-
ториях, ранее благополучных по сибирской язве.

для характеристики эпизоотологической и эпи-
демиологической обстановки в снп немаловажным 
фактом являются сведения о количестве лет про-
явления активности сибирской язвы и количестве 
проявлений (кратности) инфекции в том или ином 
районе скФо. эти данные представлены в табл. 2. 
наибольшая активность сибиреязвенной инфекции 
наблюдалась в первом десятилетии. сибирская язва 
была зарегистрирована почти во всех районах скФо 
и в течение всего 10-летнего срока наблюдения. в 
большинстве пунктов в этот период инфекция ре-

стационарно неблагополучные по сибир-
ской язве пункты на территории скФо
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гистрировалась неоднократно и таких проявлений 
в скФо насчитывалось 812. по количеству прояв-
лений ск занимает первое место, затем чеченская 
республика (чр), республика дагестан и республика 
северная осетия-алания (рсо-а). в дальнейшие 
годы активность сибирской язвы во всех субъек-
тах начала снижаться, а в таких республиках, как 
республика ингушетия (ри), карачаево-черкесская 
республика (кчр), кабардино-балкарская республи-
ка (кбр), сибирская язва с 2000 г. не регистрирова-
лась. в последнем 14-летнем периоде к наиболее не-
благополучной территории по сибирской язве мож-
но отнести республику дагестан (20 случаев), в то 
время как в ставропольском крае – 7, а в чеченской 
республике и республике северная осетия-алания – 
по 6 случаев. районы ставропольского края и респу-
блик скФо по количеству лет активности в течение 
55-летнего периода отличались между собой. так, в 
ставропольском крае в Шпаковском районе сибир-
ская язва регистрировалась 20 лет, труновcком – 
18, изобильненском, ипатовском – по 15 лет, 
курском – 14. в карачаево-черкесской республике 
можно выделить малокарачаевский район (12 лет), 
в кабардино-балкарской республике – терский (14 
лет), баксанский (15 лет), прохладненский (16 лет) 
районы, в республике северная осетия-алания – 
алагирский и дигорский (по 18 лет), ардонский 

и ирафский (по 20 лет), правобережный (23 года), 
пригородный (30 лет). в чеченской республике до 
1980 г. сибирская язва регистрировалась ежегод-
но. особенно активными оказались такие районы, 
как надтеречный (29 лет), грозненский (25 лет), 
урус-мартановский (24 года), курчалоевский и 
назрановский (по 22 года). в чеченской республике 
активность не прекратилась и в последнем периоде – 
2003, 2005, 2006, 2007 и 2010 гг.

районы республики дагестан по количеству ак-
тивных лет в снп можно разделить на 3 группы. к 
первой группе относятся районы, в которых сибир-
ская язва регистрировалась от 2 до 5 лет в течение 
всего анализируемого периода. таких районов ока-
залось большинство – 24. вторую группу представ-
ляют районы с проявлением активности от 6 до 10 
лет – 7. районов с высокой степенью активности (от 
11 до 20 лет) оказалось 6. на этом фоне выделяют-
ся районы сергокалинский (17 лет), буйнакский (18 
лет) и хасавюртовский (20 лет). в рд сибирская язва 
в последнем периоде (2000–2014 гг.) регистрирова-
лась в течение 8 лет (2000, 2001, 2002, 2004, 2005, 
2006, 2010, 2012 гг.).

таким образом, была разработана геоинформа-
ционная база данных в среде ArcGIS10, которая яви-
лась основой для создания электронных кадастров 
снп для каждого субъекта скФо. проведенные ис-

Таблица 1

общее количество снП в скфо и их формирование по периодам в течение 1960–2014 гг.

субъекты  
скФо

общее кол-во  
снп

кол-во снп  
до1960

периоды кол-во снп 
1960–2014 гг.1960–1969 1970–1979 1980–1989 1990–1999 2000–2014

ск 352 254 62 20 9 6 1 98

кчр 49 9 27 8 2 3 0 40

кбр 82 54 11 12 4 1 0 28

рсо-а 88 45 20 12 8 1 2 43

чр 135 59 46 19 8 2 1 76

ри 25 7 15 1 1 1 0 18

рд 420 269 55 48 25 14 9 151

Всего 1151 697 236 120 57 28 13 454

% 100 60,6 20,5 10,4 5,0 2,4 1,1 39,4

Таблица 2

сводные данные по проявлению активности сибирской язвы в районах скфо за период 1960–2014 гг.

субъекты  
скФо

всего  
районов

1960–1969 1970–1979 1980–1989 1990–1999 2000–2014

р л п р л п р л п р л п р л п

ск 26 25 10 232 19 10 107 14 10 35 12 6 20 5 6 7

кчр 10 8 10 47 5 7 14 3 3 3 7 6 11 0 0 0

кбр 11 9 10 68 10 8 36 5 9 17 3 5 6 0 0 0

рсо-а 8 8 10 110 8 10 84 8 10 67 5 6 13 3 4 6

чр 14 14 10 197 12 10 116 13 10 60 9 7 20 6 5 6

ри 3 3 10 44 3 7 12 2 7 18 1 1 1 0 0 0

рд 39 31 10 114 29 10 128 19 10 57 16 10 27 15 6 20

Итого 111 98 10 812 86 7–10 497 64 3–10 257 53 1–10 98 29 0–6 39

примечание :  р – количество районов, в которых регистрировалась сибирская язва; л – количество лет регистрации сибирской язвы, п – ко-
личество проявлений сибирской язвы
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следования по изучению сроков формирования снп 
и их активности на протяжении 55-летнего периода 
(1960–2014 гг.) показали, что большинство снп отно-
сятся к категории старых и неманифестных пунктов. 
манифестных и рецидивирующих снп в последние 
30 лет оказалось на всей территории скФо 276, из 
них рецидивировали после 2000 г. 25 пунктов, новых 
пунктов зарегистрировано всего 9. наибольший пик 
активности проявления сибирской язвы в снп при-
ходится на первые два десятилетия (1960–1979 гг.), в 
последующем сибирская язва регистрировалась от 1 
до 3 лет в отдельных районах скФо. 
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в последнее десятилетие на территории 
республики башкортостан сохраняется напряжен-
ная эпидемиологическая обстановка по глпс [6, 
8]. для достижения эффекта снижения уровня за-
болеваемости глпс ежегодно проводят большой 
объем санитарно-профилактических мероприятий, в 
первую очередь, на участках сезонного обострения 

эпидемической обстановки и в урбозонах крупных 
населенных пунктов [2, 13]. однако в годы крупных 
подъемов численности рыжей полевки, равно как и 
других фоновых мышевидных грызунов, уровень 
заболеваемости глпс неизменно резко возраста-
ет [12]. в этих условиях гис-технологии являются 
значительным резервом повышения эффективности 

Пробл. особо опасных инф. 2016; 2:40–44. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-2-40-44
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противоэпидемического контроля на всей эндемич-
ной по глпс территории республики башкортостан 
[10].

в настоящей работе апробированы приемы про-
странственного соединения в гис персонифициро-
ванных данных о больных (мест регистрации зара-
жения) на основе электронных административных и 
ландшафтных карт республики башкортостан.

материалы и методы

в работе использованы материалы управления 
роспотребнадзора по республике башкортостан 
и центра гигиены и эпидемиологии в республике 
башкортостан по заболеваемости населения глпс 
в республике башкортостан с 1980 по 2013 год. 
основным методом исследования был эпидемиоло-
гический анализ с использованием гис-технологий. 
для выявления территории риска использова-
ли электронные ландшафтные карты республики 
башкортостан и персонифицированные данные о 
больном глпс (населенный пункт с указанием его 
географических координат) за период 2009–2011 гг. 
визуализация результатов осуществлялась при по-
мощи создания карт плотности в картографической 
проекции меркатора с помощью географической 
информационной системы ArcGIS 10.х в составе 
ArcMap, ArcCatalog. статистическую обработку по-
лученных результатов проводили с применением 
общепринятых методов вариационной статистики с 
элементами системного анализа [9], а также аналити-
ческой платформы «Deductor Studio» 5.2.

результаты и обсуждение

заболеваемость глпс на территории республики 
башкортостан регистрируется с 1955 г. [1]. с начала 
80-х годов прошлого столетия здесь произошло зна-
чительное обострение эпидемиологической обста-
новки [3]. при этом масштабность эпидемических 
проявлений глпс неизменно определялась нали-
чием вспышечной заболеваемости. в 1980–2000 гг. 
резкие обострения эпидемиологической обстановки 

наблюдалось в 1985 и 1997 гг. хотя здесь в много-
летней динамике эпидемических проявлений глпс 
и реализуется 2–3-летняя цикличность (рис. 1), в по-
следние 10 лет наиболее высокий уровень заболевае-
мости отмечен в 2009 г. – 80,3 на 100 тыс. населения 
(3257 случаев).

в период 2010–2013 гг. на эндемичной по глпс 
территории республики башкортостан отмечена тен-
денция снижения численности фоновых видов гры-
зунов, в первую очередь, рыжей полевки [2]. уровень 
заболеваемости глпс также повсеместно снизился 
до 14,9 на 100 тыс. населения в 2013 г.

в 2014 г. произошел новый подъем заболеваемо-
сти глпс – до 48,3 на 100 тыс. населения. уровень 
заболеваемости возрос в 3,2 раза; общее число слу-
чаев заражения составило 1962 чел. 

среди факторов риска, определяющих усло-
вия реализации крупных подъемов заболеваемости, 
определяющую роль играют показатели численно-
сти и степень доминирования основного резервуара 
глпс – рыжей полевки, колебания климата, сол-
нечная активность [4, 12]. причем, несмотря на от-
носительно малую частоту (раз в 10–12 лет) и крат-
ковременность (сезон или год) реализации крупных 
эпидемических вспышек, вплоть до настоящего вре-
мени не удается обеспечить эффективный контроль 
заболеваемости глпс в годы резкого обострения 
эпизоотической обстановки. очевидно, что перво-
причиной наблюдаемого низкого уровня контроля 
роста заболеваемости в такие экстремальные годы, 
служит малая изученность факторов риска в перио-
ды низкой и высокой эпидемической активности 
очагов глпс. решение этой проблемы предполагает 
создание надежных долгосрочных эпизоотологиче-
ских прогнозов, обеспечивающих реальную возмож-
ность упреждающего проведения профилактических 
(противоэпидемических) мероприятий на участках 
с высоким риском заражения на всех фазах много-
летней динамики эпидемической активности очагов 
глпс [11].

с целью определения основных контингентов 
риска заражения в 2009–2011 гг. выполнен анализ 
данных по заболеваемости различных возрастных 

рис. 1. многолетняя динамика за-
болеваемости глпс в республике 
башкортостан



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 2

42 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

групп населения (таблица).
по результатам проведенного анализа можно за-

ключить, что в 2009–2011 гг. имело место заражение, 
в основном, активного, трудоспособного населения 
в возрасте от 20 до 50 лет, при этом мужчины зара-
жались чаще, чем женщины. заболеваемость среди 
мужчин составляет 79 %, женщин – 21 %. заражения 
детей до 14 лет и лиц старше 60 лет отмечали значи-
тельно реже. мужчины чаще заражались в возрасте 
от 20 до 30 лет, причем в возрастной категории от 30 
до 50 лет сохраняются относительно постоянные вы-
сокие показатели заболеваемости. у женщин отмече-
но более равномерное распределение частоты случа-
ев заболевания глпс в возрастных группах от 20 до 
50 лет. таким образом, группой повышенного риска 
являются мужчины в возрасте от 20 до 30 лет. также 
отмечено, что выявленные возрастные особенности 
заболеваемости глпс определяются, во многом, 
интенсивностью контактов с природно-очаговыми 
комплексами, в том числе связанных с профессио-
нальной деятельностью [7]. при этом заражения наи-
более часто происходят на дачных участках, в зонах 
рекреации и в других антропогенных ландшафтах в 
ближайших окрестностях населенных пунктов.

для определения сезонности заболевания глпс 
в 2009–2011 гг. был использован метод персонифи-
цированного распределения больных по месяцам в 
соответствии с указанными в учетных документах 
данными заболеваний.

из результатов анализа следует, что в 2009–
2011 гг. сезонная динамика имела вид одновер-
шинной кривой с пиком заболеваемости в августе. 
подъем заболеваемости отмечается с апреля, а наи-
большее количество случаев регистрируется в июле и 
августе. при этом как в уфе, так и в административ-
ных районах республики максимальное количество 
больных регистрируется в относительно одинаковый 
промежуток времени – с июля по август.

с целью выявления территорий риска выполнен 
гис-анализ персонифицированных данных больных 
глпс на территории республики башкортостан за пе-
риод 2009–2011 гг. так, как границы административ-
ных районов не совпадают с границами ландшафт-
ных районов, была построена карта плотности мест 

заражения глпс. было учтено точное число населе-
ния, проживающего в каждом населенном пункте; 
площадь населенного пункта, обозначена их приуро-
ченность к конкретной ландшафтно-географической 
зоне. при этом были выявлены не только очаги эпи-
демических проявлений глпс в границах админи-
стративных районов республики башкортостан, но 
и выполнена их привязка к конкретным населенным 
пунктам. с этой целью были созданы соответствую-
щие карты плотности распределения случаев зара-
жения в картографической проекции меркатора. в 
качестве одного из основных факторов риска исполь-
зовали показатель удаленности (расстояние в км) 
пораженных глпс населенных пунктов до лесных 
массивов и водоемов. этот показатель позволяет объ-
ективно оценить риск заражения глпс в различных 
ландшафтных районах республики башкортостан, и 
он статистически достоверен (r = +0,82). именно с 
этим фактором, в первую очередь, связана отмечае-
мая пространственная неоднородность распределе-
ния участков высокого риска заражения в различных 
ландшафтных районах республики башкортостан. в 
частности, установлено, что наиболее высокая часто-
та заражений отмечена в лесостепной зоне, на долю 
которой, пришлось 56,7 %, в пойменных биотопах – 
24,3 % случаев заражения. в лесной зоне частота 
случаев заражения не превышает 16,1 % .

в результате на административной карте 
республики башкортостан отмечен каждый случай 
заболевания глпс с 2009 по 2011 год с обозначением 
конкретного места заражения (населенный пункт), и 
определено среднее расстояние от него до ближайше-
го лесного массива или водоема. всего в республике 
башкортостан в границах 54 административных рай-
онов насчитывается 4731 населенный пункт, каждый 
из которых был оценен по комплексу показателей. в 
итоге, получили средний показатель риска зараже-
ния глпс на территории административного райо-
на. при этом установлено, что населенные пункты, 
в которых постоянно регистрируют случаи зараже-
ния глпс, расположены в среднем в 2,5 раза бли-
же к лесным массивам и в 1,6 раза к воде, чем на-
селенные пункты, в которых заболеваемость глпс 
не зарегистрирована. в связи с тем, что в анализе ис-

распределение заболеваемости ГлПс по полу и возрасту в республике башкортостан в период  2009–2011гг.

возраст, лет

пол

женский мужской итого

абс. число удельный вес, % абс. число удельный вес, % абс. число удельный вес, %

до 15 39 3,05 86 1,84 125 2,10

от 15 до 20 74 5,78 346 7,42 420 7,07

от 21 до 30 302 23,59 1535 32,93 1837 30,92

от 31 до 40 271 21,17 1052 22,57 1323 22,27

от 41 до 50 252 19,69 853 18,30 1105 18,60

от 51 до 60 220 17,19 566 12,14 786 13,23

более 60 122 9,53 224 4,80 346 5,82

Итого 1280 100,00 4662 100,00 5942 100,00



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

432016, issue 2

пользованы данные о месте регистрации больных, а 
не месте инфицирования, имело место системное за-
вышение частоты эпидемических проявлений глпс 
в крупных населенных пунктах. в этом плане весьма 
показательно, что в уфе ежегодно регистрируют до 
50 % всех случаев заражений глпс на территории 
республики башкортостан. однако фактическое чис-
ло заражений непосредственно в уфе значительно 
меньше. полученные результаты позволили прове-
сти качественную оценку риска заражения глпс в 
границах административных территорий республики 
башкортостан (рис. 2).

в заключение отметим, что в результате вы-
полненной дифференциации эндемичных по глпс 
территорий республики башкортостан по степени 
риска заражения открывается перспектива дальней-
шего снижения уровня заболеваемости и повышения 
эффективности неспецифической профилактики. 
полученные результаты служат научным обосно-
ванием приоритетности финансирования профи-

лактических мероприятий в границах администра-
тивных территорий, характеризующихся высокой 
степенью потенциальной эпидемической опасно-
сти. полученные результаты гис-анализа также 
объективно свидетельствуют о перспективности 
внедрения в практику эпидемиологического надзо-
ра за глпс геокодирования. при этом для получе-
ния более точных характеристик пространственной 
структуры природных очагов глпс необходимо про-
водить и гис-анализ данных эпизоотологического 
обследования. 

дальнейшее применение гис-технологий для 
целей эпидемиологического мониторинга эндемич-
ных по глпс территорий республики башкортостан 
позволит создать единую картографическую основу, 
объединяющую результаты многолетних полевых 
и лабораторных исследований и материалов эпиде-
миологических ретроспективных реконструкций. 
необходимо также усовершенствовать нормативную 
базу, регламентирующую методы дифференциации 

рис. 2. эпидемиологическое районирова-
ние республики башкортостан по величи-
не эпидемиологического риска заражения 
глпс
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очаговых территорий по степени потенциальной 
эпидемической опасности, краткосрочного и долго-
срочного прогнозирования эпидемиологической 
обстановки, выбора сроков и определения объемов 
профилактических мероприятий в сезонном и много-
летнем аспектах. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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использование мобильных лабораторий в раз-
личных сферах деятельности человека чрезвычайно 
актуально на сегодняшний день. многие ведомства 
российской Федерации (мчс, министерство оборо-
ны, министерство здравоохранения и др.) применяют 
в своей работе мобильные лаборатории на базе авто-
шасси. в россии целый ряд компаний занимается пе-
реоборудованием транспортных средств и созданием 
мобильных лабораторий, далеко не полный перечень 
которых включает экологические, метрологические 
лаборатории, лаборатории радиационного контро-
ля, химико-радиометрические, электротехнические 
лаборатории, лаборатории контроля качества нефте-
продуктов, лаборатории ветеринарно-санитарной 
экспертизы, строительные лаборатории, медико-
биологические лаборатории спорта, лаборатории 
энергоаудита, лаборатории связи, дорожные лабо-
ратории, лаборатории неразрушающего контроля и 
технической диагностики, лаборатории для ликвида-
ции аварийных ситуаций, представляющих химиче-
скую и радиационную опасность; мобильные меди-
цинские комплексы, передвижные телемедицинские 

комплексы, мобильные пункты управления и узлы 
связи. мобильные лаборатории могут создаваться на 
базе различных автомашин как отечественного, так и 
импортного производства, наиболее используемые – 
камаз, газель, Фольксваген, паз, Форд, Фиат. 

отдельным вопросом является создание и экс-
плуатация мобильных лабораторий на базе автошас-
си, предназначенных для индикации и идентифи-
кации возбудителей инфекционных болезней I–IV 
групп патогенности.

имеется информация о производстве таких ла-
бораторий зарубежными компаниями. например, 
итальянская фирма «CRISTANINI S.p.A» производит 
автономные лаборатории различного профиля на базе 
контейнеров, которые могут транспортироваться же-
лезнодорожным, воздушным, морским, автомобиль-
ным транспортом. лаборатории имеют автономное 
энергообеспечение, высокий уровень биологической 
защиты, обеспечиваемый наличием фильтровенти-
ляционных систем. 

мобильные лаборатории различного предназна-
чения производит американская компания «Germfree» 
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(USA). выбор платформ для постройки лабораторий 
очень широк. к их числу относятся трейлеры, гру-
зовики и транспортные контейнеры. платформы для 
мобильных лабораторий соответствуют III уровню 
биологической безопасности и оснащены оптимизи-
рованными системами первичной и вторичной изо-
ляции для расширения функциональности лаборато-
рий, эффективности использования пространства и 
повышения маневренности. лаборатории оснащены 
автономными системами энергоснабжения, фильтро-
вентиляционными системами с HEPA-фильтрами. 

мобильные лаборатории на базе автошасси для 
лабораторной диагностики возбудителей инфек-
ционных болезней разрабатывались и в россии. в 
1973 г. в ссср начато производство автолаборато-
рии ал-3. лаборатория размещались в специаль-
ном кузове, установленном на шасси автомобиля 
газ-66. кузов разделен на два отделения: лабора-
торное и стерилизационно-заготовительное (подго-
товительное). отделения оснащены лабораторны-
ми столами, термостатом, автоклавом, вытяжным 
и сушильным шкафами, укладочными ящиками. 
лаборатория предназначалась для проведения микро-
биологических, санитарно-гигиенических и химико-
токсикологических исследований. обслуживающий 
персонал – 3–5 человек. такими лабораториями осна-
стили ряд противочумных учреждений и санитарно-
эпидемиологических станций. эти лаборатории не со-
ответствуют требованиям действующих в настоящее 
время санитарно-эпидемиологических правил, регла-
ментирующих безопасность работы с возбудителями 
инфекционных болезней I–II групп патогенности.

мобильные лаборатории для проведения проти-
воэпидемических мероприятий, в том числе индика-
ции пба в объектах окружающей среды, проведения 
дезинфекционных мероприятий, имеются на осна-
щении вооруженных сил российской Федерации. в 
то же время, в гражданской сфере после лабораторий 
ал-3 и ал-4 до 2006 г. ничего нового не было разра-
ботано и мобильные лаборатории на базе автошасси 
для лабораторной диагностики возбудителей инфек-
ционных болезней до последнего времени практиче-
ски не использовались.

в 2006 г. в роснипчи «микроб» разработа-
на и создана совместно с зао «радиан» (саратов) 
мобильная лаборатория эпидемиологической раз-
ведки и индикации на базе автомашины «газель». 
разработка защищена патентом на полезную модель 
[4]. лаборатория имеет все необходимые регистраци-
онные и разрешительные документы, позволяющие 
осуществлять работу с возбудителями инфекцион-
ных болезней I–IV групп патогенности. с учетом 
опыта данной разработки дано научное обоснование 
применения мобильных лабораторий для противоэ-
пидемического обеспечения населения в условиях 
чс санитарно-эпидемиологического характера [1]. 

в 2007–2008 гг. в роснипчи «микроб» впервые 
в мировой практике был научно обоснован, разрабо-
тан и совместно с ооо «автоспектр нн» (нижний 

новгород) создан комплекс мобильных лабораторий 
на базе автошасси [5]. научная новизна инновацион-
ных разработок защищена 5 патентами российской 
Федерации (№№ 65434, 65833, 65437, 65435, 65436). 

структурно-функциональные и технические 
особенности лабораторий мобильного комплекса 
были рассмотрены ранее [6].

используя накопленный опыт разработки и 
создания мобильных лабораторий для диагностики 
инфекционных болезней, представляется целесоо-
бразным определить основные принципы, лежащие 
в основе создания такого рода лабораторий. для 
реализации этой задачи мы рассмотрели мобильную 
лабораторию на базе автошасси с позиций систем-
ного подхода и системно-функционального анали-
за. известно, что при создании любой системы не-
обходимо прежде всего обосновать перечень функ-
ций и принципов, которые должны быть положены 
в основу создаваемого объекта, поскольку именно 
они определяют структуру системы. исходя из этого, 
первый принцип можно определить как соответствие 
структуры мобильной лаборатории (типа и количе-
ства единиц базового автошасси, набора лаборатор-
ного оборудования и систем жизнеобеспечения) тем 
функциям, которые она должна выполнять.

Функции мобильной лаборатории эпидразведки 
и индикации ограничивались в основном проведени-
ем эпидемиологической разведки и индикацией воз-
будителей бактериальных и вирусных инфекций как 
в населенных пунктах, так и в полевых условиях. для 
реализации этих функций вполне достаточно одного 
базового автошасси, его габаритность могла варьиро-
вать. в то же время функции мобильного комплекса 
спэб включали весь спектр исследований, необхо-
димых для оценки санитарно-гигиенической обста-
новки в зоне чс. это и индикация пба в различных 
объектах, и проведение исследований классическим 
бактериологическим методом, и использование 
биологического метода, и проведение санитарно-
микробиологических исследований, и обеззаражива-
ние биологических отходов. обеспечение в полной 
мере реализации всех перечисленных функций стало 
возможным только при задействовании пяти лабор-
ных модулей на базе автошасси различного профиля. 
при этом перечень лабораторного оборудования каж-
дого модуля полностью соответствует его функции.

набор систем жизнеобеспечения как мобильной 
лаборатории эпидразведки и индикации, так и лабо-
раторий мобильного комплекса спэб определялся, 
во-первых, необходимостью обеспечения работы в 
полностью автономных условиях, во-вторых, важно-
стью создания комфортных, оптимальных условий 
для работы персонала. перечень этих систем вклю-
чал: системы энергообеспечения, вентиляции, ото-
пления и кондиционирования, водоснабжения, обе-
спечения связи и передачи информации.

в свою очередь, принцип автономности мож-
но рассматривать как один из основных принципов 
создания мобильных лабораторий. ведь назначение 



ЭПИДЕМИОЛОГИЯ

472016, issue 2

мобильных лабораторий – приблизить лабораторную 
диагностику к месту возникновения чс санитарно-
эпидемиологического характера. если это место на-
ходится вне инфраструктуры населенного пункта, то 
возникает необходимость обеспечения работы в ав-
тономных условиях. поэтому без реализации прин-
ципа автономности (второй принцип) мобильная 
лаборатория будет неполноценной и не будет соот-
ветствовать своему предназначению.

третьим важным принципом при создании мо-
бильных лабораторий является принцип мобильно-
сти. понятно, что его реализация определяется уже 
самим использованием автошасси. в то же время 
содержание данного принципа значительно шире. 
дело в том, что мобильные лаборатории могут до-
ставляться в нужное место не только своим ходом по 
автомагистралям, но и другими видами транспорта, 
включая железнодорожный, морской, авиационный. 
так, например, концепция спэб предполагает пере-
мещение модулей мобильного комплекса спэб на 
расстояние свыше 2000 км авиационным транспор-
том. поскольку наиболее распространенным на се-
годняшний день в россии видом транспортного са-
молета является ил-76, а высота его транспортного 
отсека составляет 3 м 40 см, то возникло требование 
по ограничению максимальной высоты автолабора-
торий в пределах 3 м 30 см. кроме того, поскольку 
предполагалась возможность использования спэб 
практически в любых условиях, в том числе в усло-
виях бездорожья, базовые автошасси для автолабо-
раторий спэб должны были быть повышенной про-
ходимости.

таким образом, в ходе реализации принципа мо-
бильности следует учитывать (если это необходимо) 
возможность доставки мобильных лабораторий дру-
гими видами транспорта и возможные условия экс-
плуатации с учетом дорожного покрытия.

в качестве четвертого принципа создания мо-
бильных лабораторий можно назвать принцип со-
ответствия требованиям технического регламента о 
безопасности колесных транспортных средств и тре-
бованиям правил дорожного движения (пдд). в со-
ответствии с пдд и требованиями приложения № 4 
к техническому регламенту о безопасности колесных 
транспортных средств «габаритные и весовые огра-
ничения, действующие в отношении транспортных 
средств» (в ред. постановления правительства рФ от 
10.09.2010 г. № 706) ширина автолаборатории не мо-
жет превышать 2500 мм, длина сцепки «лаборатория 
на базе тягача – лаборатория на базе прицепа» не мо-
жет быть больше 20 м. высота мобильной лаборато-
рии (для транспортного средства категорий м3, N3, 
о) не должна превышать 4 м. 

в качестве пятого принципа можно выделить 
принцип высокой технологичности. реализация дан-
ного принципа как при создании лаборатории эпи-
дразведки и индикации, так и при создании мк спэб 
выразилась в использовании самого современного на 
текущий момент высокотехнологичного лабораторно-

го оборудования и современных технических средств 
при разработке систем жизнеобеспечения. 

приобретаемое оборудование по своим метро-
логическим и техническим характеристикам должно 
в обязательном порядке удовлетворять требованиям, 
предъявляемым к оборудованию аккредитованных 
лабораторий, а также позволять проводить испыта-
ния продукции с производительностью и себестои-
мостью, обеспечивающими выполнение задач, реша-
емых мобильной лабораторией. производительность 
оборудования должна позволять проводить испыта-
ния в соответствии с производственной мощностью 
автолаборатории, само оборудование соответство-
вать требованиям безопасности и не наносить вреда 
окружающей среде. съемное аналитическое обору-
дование обеспечивает возможность использования 
самых современных диагностических технологий и 
ускоренных методов лабораторного исследования.

один из важнейших принципов создания мо-
бильных лабораторий – это принцип биологической 
безопасности. его реализация является наиболее 
сложной в техническом отношении. именно со-
блюдение этого принципа (шестого) отличает ав-
толаборатории, предназначенные для диагностики 
возбудителей инфекционных болезней, от автолабо-
раторий любого другого профиля. поэтому уровень 
биологической безопасности для каждой конкретной 
автолаборатории должен быть определен заранее. в 
соответствии с требованиями воз, уровень биобе-
зопасности для конкретных работ устанавливается 
по заключению специалистов на основе оценки ри-
сков [7]. при этом принимается в расчет используе-
мый микроорганизм (патогенные агенты), доступ-
ные средства, а также оборудование, используемое 
в практической работе, и процедуры, необходимые 
для безопасного проведения работы в лаборатории. 
поэтому для установления уровня биологической 
безопасности в мобильной лаборатории должны 
быть совершенно четко определены ее задачи, ис-
пользуемое лабораторное оборудование и перечень 
возбудителей инфекционных болезней, с которыми 
могут проводиться работы.

в случае мк спэб на основе экспертных оце-
нок установлен уровень биологической безопасно-
сти BSL-2 – для бактериологической и санитарно-
гигиенической лабораторий, BSL-3 – для лаборато-
рий индикации и особо опасных инфекций. в соот-
ветствии с критериями воз и требованиями рос-
сийских нормативных документов по обеспечению 
биологической безопасности при работе с пба, при 
работе в автолабораториях необходимый уровень за-
щиты персонала и окружающей среды реализуется за 
счет наличия ряда инженерно-технических средств:

- боксов микробиологической безопасности 3 
класса защиты (в лабораториях индикации и особо 
опасных инфекций); 

- боксов микробиологической безопасности 2 
класса защиты в лаборатории индикации, бактериоло-
гической и санитарно-гигиенической лабораториях;
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- шкафа с вентилируемыми клетками для со-
держания лабораторных животных, оборудованны-
ми фильтрами тонкой очистки (в лаборатории особо 
опасных инфекций);

- санпропускников с душем и взаимоблокиров-
кой дверей во всех лабораториях;

- систем создания пониженного давления в ра-
бочих помещениях лабораторий индикации и особо 
опасных инфекций с наличием визуальной и звуко-
вой сигнализации на случай повышения давления 
выше критического;

- фильтровентиляционных систем, оборудован-
ных фильтрами тонкой очистки (HEPA-фильтрами) 
14 класса защиты во всех лабораториях;

- бактерицидных облучателей рециркуляторно-
го типа и передвижных бактерицидных облучателей 
открытого типа во всех лабораториях;

- автоклава для деконтаминации биологических 
отходов в блоке поддержки бактериологических ис-
следований;

- систем, позволяющих осуществлять сбор и хи-
мическую дезинфекцию сточных вод во всех лабора-
ториях; 

- оборудования для проведения дезинфекцион-
ной обработки;

- фильтрующих и изолирующих средств инди-
видуальной защиты органов дыхания и кожных по-
кровов персонала; 

- технических средств передачи информации 
(радиосвязи между автолабораториями и между 
каждой лабораторией и штабным модулем, системы 
спутниковой связи);

- системы контроля управления доступом 
(скуд).

необходимо отметить, что лаборатории мобиль-
ного комплекса полностью отвечают требованиям 
сп 1.3.3118-13 и сп 1.3.2322-08 и в установленном 
порядке прошли аккредитацию на соответствие об-
щим требованиям, установленным в международном 
стандарте исо/мэк 17025 «общие требования к 
компетентности испытательных и калибровочных 
лабораторий» в системе росаккредитации (гост р 
исо/мэк 17025-2006).

в качестве седьмого принципа создания мобиль-
ных лабораторий можно выделить принцип компакт-
ности и эргономичности, предусматривающий эф-
фективное использование пространства в рабочем 
помещении лаборатории. необходимость реализации 
данного принципа обусловлена тем, что габариты 
мобильных лабораторий ограничены требованиями 
ряда нормативных документов.

например, лаборатории мк спэб спроектиро-
ваны таким образом, чтобы обеспечить рациональ-
ное размещение рабочих мест в помещениях ком-
плекса, компактное расположение приборов и обо-
рудования, максимальное использование свободно-
го пространства в лабораториях. для обеспечения 
реализации этого принципа большое значение име-
ют габаритные характеристики используемых при-

боров и оборудования.
несомненно, важна реализация принципа ком-

фортности (восьмой принцип), предусматривающе-
го создание для человека, как основного элемента 
системы, максимума удобств для работы и реализа-
ции своих возможностей. в случае мобильной лабо-
ратории комфортность определяется оптимальными 
условиями обитаемости для персонала: температу-
рой в рабочем помещении в пределах 21–23 °с, соот-
ветствием санитарно-гигиенических характеристик 
рабочих мест (уровень освещенности и шума, пока-
затель кратности воздухообмена) требованиям нор-
мативных документов (санпин 2.2.1/2.1.1.1278-03; 
санпин 2.2.4.548-96; снип 41-01-2003; сн 2.2.4/ 
2.1.8.562-96).

девятый принцип – принцип экономической 
целесообразности (экономичности), предусматри-
вающий минимизацию финансовых затрат на созда-
ние и дальнейшее обслуживание автолаборатории, 
достижение оптимального соотношения показателя 
стоимость/качество при безусловном достижении 
тех целей, которые ставились при проектировании 
лаборатории. при создании мк спэб прорабатыва-
лись такие вопросы, как цена автолаборатории, воз-
можность гарантийного и послегарантийного обслу-
живания и его стоимость. стоимость мобильных ла-
бораторий мк спэб роснипчи «микроб» в ценах 
2009 г. составила от 6,5 до 10,5 млн руб. за 1 модуль. 
стоимость автолаборатории зарубежного производ-
ства (сШа, италия) с аналогичными характеристи-
ками колеблется на сегодняшний день в пределах 
1 млн евро. гарантийное и послегарантийное обслу-
живание мобильных лабораторий на базе автошасси 
российского производства и созданных отечествен-
ными производителями намного проще и дешевле.

кроме того, при покупке оборудования необ-
ходимо учитывать наличие собственного квалифи-
цированного обслуживающего персонала или сер-
висных служб и опыт взаимодействия с ними (опе-
ративность, квалификация специалистов сервиса, 
объем гарантийного обслуживания и его стоимость). 
необходимо продумать, кем будет аттестовываться и 
поверяться закупаемое оборудование, учитывая, что 
для некоторых типов средств измерения и испыта-
тельного оборудования процедура поверки или атте-
стации может потребовать исключение поверяемого 
оборудования из рабочего цикла лаборатории на срок 
проведения метрологических процедур.

с точки зрения экономичности также очень важ-
ным является вопрос эксплуатации аналитического 
высокотехнологичного оборудования мобильных 
лабораторий в режиме повседневной деятельности. 
аналитическое оборудование должно быть съемным, 
а его эксплуатация и техническое обслуживание в 
период, когда мобильная лаборатория не использу-
ется, должны осуществляться в стационарных лабо-
раториях учреждения. это чрезвычайно важно как с 
экономической точки зрения, поскольку позволяет 
избежать простоя дорогостоящего оборудования, так 
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и с точки зрения подготовки кадров, так как в стаци-
онарной лаборатории специалисты работают на том 
же лабораторном оборудовании, что и в мобильной 
лаборатории. этот принцип полностью реализуется 
в работе спэб.

необходимо остановиться и на принципе обе-
спечения пожарной безопасности (десятый принцип) 
работы в мобильных лабораториях (Фз № 123-Фз от 
22 июля 2008 г.; Фз № 117-Фз от 10 июля 2012 г.; 
постановление правительства рФ № 390 от 25 апре-
ля 2012 г.). в этих целях на стадии проектирования 
мобильной лаборатории обязательно предусматри-
ваются аварийные выходы (двери, окна) из рабочих 
помещений лаборатории на случай пожара. также 
предусматривается установка аварийной сигнализа-
ции и укомплектование рабочих помещений автола-
боратории огнетушителями. 

таким образом, с учетом имеющегося опыта, 
можно выделить 10 основных принципов разработки 
и создания мобильных лабораторий для осуществле-
ния лабораторной диагностики инфекционных болез-
ней: соответствие структуры мобильной лаборатории 
тем функциям, которые она должна выполнять; авто-
номность; мобильность; соответствие требованиям 
технического регламента о безопасности колесных 
транспортных средств и требованиям правил дорож-
ного движения; высокая технологичность; биологиче-
ская безопасность; компактность и эргономичность; 
комфортность для персонала; экономическая целесоо-
бразность; пожарная безопасность.

все вышеперечисленные принципы учтены при 
создании еще одной оригинальной разработки, про-
веденной в рамках реализации федеральной целевой 
программы «национальная система химической и 
биологической безопасности российской Федерации 
(2009–2014 гг.)». научно обоснована и создана проект-
ная документация на мобильную лабораторию инди-
кации для осуществления эпизоотологического мони-
торинга особо опасных и других природно-очаговых 
инфекций. научная новизна данной разработки защи-
щена патентами российской Федерации [2, 3, 8].

также в полной мере все упомянутые прин-
ципы реализуются в ходе исполнения в 2015–
2016 гг. распоряжения правительства российской 
Федерации № 1965-р от 07.10.2014 г., касающего-
ся оказания российской Федерацией материально-
технической и методической поддержки реализа-
ции международных медико-санитарных правил 
(2005 г.) на территории государств-участников снг, 
в том числе поставки мобильных лабораторий для 
осуществления индикации возбудителей особо опас-
ных и других природно-очаговых инфекций на базе 
автошасси.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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вирус гриппа а(H7N9) впервые выделен от че-
ловека в китае в марте 2013 г. [12]. к середине янва-
ря 2015 г. органами здравоохранения зафиксировано 
460 случаев болезни во многих провинциях конти-
нентального китая (рисунок) [6]. 

с большой вероятностью можно утверждать, что 
источником одного из генов вируса гриппа а(H7N9) 
является вирус подтипа H7, циркулировавший ранее 
среди диких уток в районе дельты реки янцзы. утки, 
которых относят к одному из основных переносчиков 
вируса, могли передать его домашней птице. следует 
отметить, что симптомы заболевания, в результате 
инфицирования человека вирусом гриппа а(H7N9), 
весьма сходны с другим опасным для людей вирусом 
гриппа – а(H5N1) [3].

в настоящее время специалистами китая уста-
новлено, что одним из разносчиков вируса гриппа 
A(H7N9) являются воробьи в силу большого сходства 
генетической структуры вирусов, изолированных от 
людей и воробьев [14]. существенный рост количе-

ства заболевших с января 2014 г. обусловлен бессим-
птомным распространением вируса гриппа а(H7N9) 
среди его естественных хозяев, в частности, среди 
домашних птиц [14 ]. передачи от человека к челове-
ку не выявлено [11]. у большинства пациентов с этой 
инфекцией развивалась тяжелая пневмония. доля ле-
тальных исходов составила около 30 % [12, 13].

наибольшее количество лабораторно подтверж-
денных случаев с тяжелыми проявлениями инфекции 
и летальными исходами зарегистрировано среди па-
циентов старше 50 лет, что не противоречит гипоте-
зе о том, что заболевание у людей среднего возраста 
протекало в легкой форме и не было идентифициро-
вано лабораторно [8, 12]. 

симптомы болезни при инфицировании виру-
сом гриппа A(H7N9) проявлялись в среднем в два 
раза дольше (41,7 сут), чем аналогичные симптомы 
в результате инфицирования возбудителем гриппа 
а(H5N1) (18,7 сут). среди пациентов младше 50 лет 
летальных исходов не наблюдалось, средний возраст 
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цель работы – оценить экономический ущерб вследствие появления вируса гриппа A(H7N9) на территории 
российской Федерации. материалы и методы. экономический ущерб от летальных случаев заболевания рас-
считывали с использованием индекса DALY, учитывающего количество недожитых лет полноценной жизни в 
зависимости от возраста заболевших и соответствующую величину недополученного валового внутреннего про-
дукта. результаты и выводы. поскольку в настоящее время в китае фиксируют небольшое количество случаев 
болезни, следует ожидать единичные случаи заболевания среди лиц, прибывающих в российскую Федерацию из 
этой страны. экономический ущерб рассчитывали для вспышки, при которой в результате инфицирования виру-
сом гриппа A(H7N9) заболеют два человека. предполагали, что возраст одного из заболевших превышает 50 лет, 
и для него болезнь завершится летальным исходом. затраты на лечение двух человек могут составить от 10,9 до 
21,8 тыс. руб., а экономический ущерб от недополученного ввп – до 3900 тыс. руб.
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погибших составил около 70 лет [7, 9].
хотя эпидемия в китае резко пошла на спад по-

сле закрытия в апреле 2013 г. рынков по продаже 
живой домашней птицы, новые случаи заболевания 
у людей повторно появились в октябре 2013 г. и фик-
сировались в течение всего 2014 г. [6]. 

на 19 января 2015 г. в китае зарегистрировано 
484 случая заболевания людей гриппом A(H7N9) в 
провинциях: чжэцзян – 145 случаев, гуандун – 124, 
цзянсу – 63, Шанхае – 43, Фуцзянь – 28, хунань – 24, 
аньхой – 17, цзянси – 9, синьцзян – 9, Шаньдун – 
6, пекин – 5, хэнань – 4, гуанси – 3, цзилинь – 2, 
гуйчжоу – 1 и хэбэй – 1 [6].

учитывая биологические особенности вируса 
гриппа A(H7N9) и возможные мутации, специали-
сты не исключают пандемическое распространение 
болезни, в том числе на территории рФ [15]. 

поставки из китая на территорию российской 
Федерации (рФ) яиц домашней птицы запрещены с 
2004 г., однако их незаконный ввоз из китая на тер-
риторию дальнего востока продолжается. так, кон-
трабандная продукция (1733 утиных яйца) изъята 
сотрудниками Фсб россии и россельхознадзора на 
крупной оптово-розничной торговой базе уссурийска 
[4]. поэтому необходимо принимать меры по усиле-
нию контроля за птицей на предприятиях по ее выра-
щиванию, а также активизировать работы по изуче-
нию свойств данного вируса. 

в сентябре 2014 г. зафиксирован занос из китая на 
территорию алтайского края вируса гриппа A(H5N1) 
и якутию – а(H5N8) [1, 10]. нельзя исключить занос 
вируса гриппа A(H7N9) на территорию рФ перелет-
ными птицами и инфицированными людьми.

учитывая актуальность проблемы, целесообразно 
оценить социально-экономический ущерб вследствие 

появления вируса гриппа A(H7N9) на территории рФ.

материалы и методы

наиболее вероятен занос вируса гриппа а(H7N9) 
на территорию рФ человеком, находящимся в инку-
бационном периоде. поскольку до настоящего вре-
мени передача вируса гриппа A(H7N9) от человека 
человеку не выявлена, следует ожидать единичных 
случаев болезни. не исключен контрабандный за-
воз яиц домашней птицы, инфицированных вирусом 
гриппа A(H7N9). 

экономический ущерб от летальных случаев 
болезни рассчитывали с использованием индекса 
DALY, учитывающего количество недожитых лет 
полноценной жизни в зависимости от возраста забо-
левших и соответствующую величину недополучен-
ного валового внутреннего продукта (ввп) [2]. 

экономический ущерб от одного случая болез-
ни, вызванного инфицированием вирусом гриппа 
A(H7N9) без учета потерь ввп от летальных исходов, 
приравнивали к величине экономического ущерба от 
гриппа в расчете на один средневзвешенный случай в 
рФ, рассчитанного по методике Фгбу «центрального 
нии эпидемиологии» роспотребнадзора и периоди-
чески публикуемого в печати [5]. в 2013 г. эта вели-
чина составила 10,9 тыс. руб.

принято допущение, что средняя летальность 
составит 30 %, а летальные исходы будут только 
среди лиц старше 50 лет. доля этой возрастной ка-
тегории в 2013 г. составляла 33,8 % населения рФ. 
предполагали, что возрастное распределение в груп-
пе заболевших аналогично возрастному распределе-
нию населения рФ. ввп на душу населения в рФ в 
2012 г. составил 437,1 тыс. руб.

провинции китая, в которых зафиксирова-
ны случаи заболевания людей, вызванные 
вирусом гриппа A(H7N9)
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результаты и обсуждение

экономический ущерб рассчитывали для 
вспышки, при которой в результате инфицирования 
гриппом A(H7N9) заболеют два человека. затраты на 
лечение одного больного приравняли 10,9 тыс. руб. 
предполагали, что возраст одного из заболевших 
превышает 50 лет, и для него болезнь завершится ле-
тальным исходом. с учетом принятых допущений за-
траты на лечение двух человек составят 21,8 тыс. руб. 
количество недожитых лет полноценной жизни и 
экономический ущерб от недополученного ввп в 
результате гибели одного из заболевших, прогнози-
руемые с использованием индекса DALY, составят 
9 чел.∙лет и 4000 тыс. руб. соответственно.

таким образом, на основании анализа данных 
литературы нами сделан вывод, что в настоящее вре-
мя на территории рФ возможны вспышки болезни, 
вызванной вирусом гриппа а(H7N9), в результате 
которых могут заболеть 1–2 человека. затраты на 
лечение могут составить от 10,9 до 21,8 тыс. руб., а 
экономический ущерб от недополученного ввп – до 
3900 тыс. руб.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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заболеваемость инфекционными болезнями с 
природной очаговостью является актуальной для зна-
чительной части регионов российской Федерации. 
природные особенности территорий, характер ан-
тропогенного воздействия на них во многом опреде-
ляют структуру эколого-фаунистических комплексов 
животных – носителей и переносчиков возбудите-

лей зоонозов. республика татарстан расположе-
на на восточно-европейской равнине в пределах 
приволжской и бугульминско-белебеевской возвы-
шенностей на границе лесной зоны и лесостепи [2, 3]. 
в зоогеографическом отношении территория подраз-
деляется на три зоны. предволжье представлено раз-
нотравными степями и широколиственными лесами 
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СовреМенное СоСтояние природных очагов  
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цель – оценка современного состояния эпизоотической активности природных очагов зоонозов как основа 
для разработки мер профилактики заболеваний природно-очаговыми болезнями при проведении массовых ме-
роприятий. материалы и методы. использовали отчеты Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии в республике 
татарстан», данные управления роспотребнадзора по республике татарстан за 2009–2014 гг., литературные ис-
точники. результаты и выводы. наиболее актуальными природно-очаговыми инфекционными болезнями явля-
ются геморрагическая лихорадка с почечным синдромом, иксодовый клещевой боррелиоз, клещевой вирусный 
энцефалит. редко регистрируются иерсиниозы, лептоспирозы и лихорадка западного нила. заболеваемость ту-
ляремией не отмечалась 20 лет. период 2009–2013 гг. характеризовался снижением численности носителей и 
переносчиков, а также эпизоотической активности природных очагов, достигшим минимальных показателей в 
2013 г. наметившийся с 2014 г. рост численности носителей, а затем и переносчиков, может привести к подъему 
заболеваемости природно-очаговыми болезнями. на территории республики выделены участки территориальной 
совмещенности природных очагов болезней различной этиологии с высоким риском заражения населения. перед 
проведением массовых мероприятий требуется усиление эпизоотологического надзора в природных очагах бо-
лезней, результаты которого ложатся в основу разработки комплекса профилактических мероприятий.
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на низкогорьях, лесное заволжье (предкамье) – луго-
выми степями и смешанными лесами волго-камского 
междуречья, лесостепное заволжье (закамье) – раз-
нотравными степями и широколиственными водораз-
дельными лесами. площадь лесов под воздействием 
хозяйственной деятельности человека сократилась и 
в настоящее время занимает около 17 % территории. 
республика богата водными ресурсами: общая про-
тяженность рек составляет 19600 км, площадь во-
доемов – 3,5 тыс. кв. км (5,2 % территории). климат 
умеренно-континентальный: годовая сумма темпера-
тур – 2000–2250 °, количество осадков – 400–500 мм 
в год (в вегетационный период от 190 до 265 мм). в 
последние десятилетия наблюдается потепление кли-
мата. природные условия региона являются благо-
приятными для циркуляции возбудителей известных 
инфекционных болезней, а также появления здесь 
новых нозологий. комплексный эпизоотологический 
мониторинг опасных инфекционных болезней раз-
личной этиологии выступает одним из важных раз-
делов эпидемиологического надзора на контролируе-
мых территориях. 

целью данного исследования явилась оценка 
современного состояния активности природных оча-
гов опасных инфекционных болезней на территории 
республики татарстан, необходимая для составления 
и обоснования прогнозов заболеваемости населения, 
планирования и проведения профилактики зоонозов.

материалы и методы

в работе использованы данные эпизоотоло-
гических наблюдений в природных очагах инфек-
ционных болезней, осуществляемых специали-
стами Фбуз «центр гигиены и эпидемиологии в 
республике татарстан», материалы управления 
роспотребнадзора по республике татарстан за 
2009–2014 гг., литературные источники. в качестве 
основных задач ставились: ретроспективный анализ 
эпизоотологических и эпидемиологических данных; 
изучение глубины изменений природных условий и 
антропогенного воздействия, определяющих струк-
туру животных комплексов носителей и перенос-
чиков инфекционных болезней; дифференциация 
территории республики татарстан по уровню эпи-
демической опасности; повышение эффективности 
профилактики зоонозов.

за указанные годы выставлено более 33 тыс. 
ловушко-ночей, отловлено 3913 мелких млекопи-
тающих. в природных биотопах собрано на флаг 
2744 экз. иксодовых клещей. сборы клещей с людей, 
обратившихся в лечебные учреждения, составили 
25 тыс. экз. в природных и антропогенных биото-
пах отловлено 1126 экз. комаров. в целях выявления 
роли животных в циркуляции возбудителей различ-
ных зоонозов в лаборатории исследовано 1742 экз. 
мелких млекопитающих, 3316 экз. иксодовых кле-
щей, 624 экз. комаров, 787 проб объектов внешней 
среды (вода, погадки, экскременты).

результаты и обсуждение

в республике татарстан за 10 лет (2005–2014 гг.) 
заболеваемость природно-очаговыми болезнями – 
геморрагическая лихорадка с почечным синдромом 
(глпс), иксодовый клещевой боррелиоз (икб), кле-
щевой вирусный энцефалит (квэ), лептоспироз, 
иерсиниоз, бешенство, лихорадка западного нила 
(лзн), дирофиляриоз – составила около 6 тыс. слу-
чаев. ежегодный уровень общей заболеваемости 
опасными природно-очаговыми болезнями опреде-
ляет глпс, доля которой достигает 95 %. иксодовый 
клещевой боррелиоз стабильно регистрируется с 
2008 г. максимальная заболеваемость за рассма-
триваемый период не превышала 63 случаев в год 
(2010 г.). другие природно-очаговые болезни отме-
чаются в виде единичных случаев либо ежегодно, 
как квэ с 2008 г., либо периодически, как лзн – в 
2011–2012 гг., иерсиниоз – в 2005–2006 и 2013 гг., 
лептоспироз – в 2005, 2008 и 2010 гг., бешен-
ство – в 2005 г. с 2011 г. выявляется дирофиляриоз. 
туляремия на территории региона не регистрируется 
20 лет. среднемноголетний показатель заболеваемо-
сти природно-очаговыми болезнями составляет 557 
случаев (14,4 на 100 тыс. населения). за указанные 
годы превышение этого показателя в 2 раза наблю-
далось в 2009 и 2014 гг., снижение заболеваемости 
до уровня в 2,5–3 раза меньше среднемноголетнего 
значения отмечалось в 2005, 2007, 2013 гг. 

по материалам эпизоотологического монито-
ринга (2009–2014 гг.) сообщество мелких млекопи-
тающих – носителей возбудителей в природных оча-
гах зоонозных инфекций составляли: рыжая полевка 
(Ciethrionomys glareolus) – средний индекс домини-
рования 66,7 %, малая лесная мышь (Apodemus ura-
lensis) – 17,0, полевая мышь (Apodemus agrarius) – 
3,7, желтогорлая мышь (Apodemus flavicollis) – 4,4, 
обыкновенная полевка (Microtus arvalis) – 4,3, бу-
розубки (Sorex) – 2,9. отлавливались также домовая 
мышь (Mus musculus) и полевка-экономка (Microtus 
oeconomus). виды характеризуются неравномерным 
пространственным распределением по типам биото-
пов и более высокой численностью в оптимальных 
местах обитания. основу населения (около 95 %) в 
лесокустарниковых стациях составляют рыжая по-
левка (66 %), малая лесная мышь (20 %), желтогор-
лая мышь (6 %) и бурозубки (3 %); в луго-полевых 
стациях – полевая мышь (49 %), обыкновенная по-
левка (43 %), рыжая полевка (3 %); в околоводных – 
рыжая полевка (35 %), малая лесная мышь (20 %), 
полевая мышь (15 %) и бурозубки (14 %). 

энзоотичной по глпс является вся территория 
республики татарстан. природный очаг глпс здесь, 
как и на всей европейской части страны, поддержи-
вает рыжая полевка, встречающаяся повсеместно. в 
эпизоотический процесс вовлекаются и другие виды 
грызунов. по данным лабораторного исследования, 
за 2009–2014 гг. общая зараженность хантавирусом 
животных шести видов составила 8,1 % (исследова-
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но 1742 особи). среди инфицированных грызунов 
преобладала рыжая полевка – 89,5 %; обыкновенная 
полевка – 3,5, малая лесная мышь – 2,8; полевка-
экономка – 2,1; желтогорлая мышь – 1,4 и полевая 
мышь – 0,7.

состояние популяций рыжей полевки – числен-
ность, характер пространственного распределения, 
зараженность вирусом глпс выступает одним из 
факторов, определяющих уровень заболеваемости 
населения. за период наблюдений численность гры-
зунов характеризуется невысокими показателями. 
ее постепенный спад последовал после 2008 г. в 
этот год численность составляла весной 33,6, осе-
нью – 30,0 % попадания в орудия лова. снижение 
обусловлено постоянным воздействием в течение 
ряда лет на популяции носителей неблагоприятных 
абиотических и биотических условий: плохая кормо-
вая база в летне-осенний период перед уходом мел-
ких млекопитающих в зимовку (2009, 2010, 2011 гг.), 
неблагоприятные условия перезимовки, связанные с 
глубоким промерзанием почвы (2010, 2012, 2013 гг.), 
поздняя весна с возвратом холодов (2010, 2011 гг.), 
резкий подъем уровня паводковых вод (2012, 
2013 гг.). повышенная интенсивность размножения в 
поздне-весенний и летний периоды приводила лишь 
к некоторому увеличению численности зверьков к 
осени. в 2013 г. численность грызунов снизилась до 
минимальных показателей (табл. 1). снижение чис-
ленности в значительной степени произошло за счет 
рыжей полевки, в результате чего ее доля в отловах 
уменьшилась в 2 раза, составляя 26 % весной и 39 % 
осенью. на этом фоне инфицированность грызунов 
возбудителем глпс в 2013 г. имела самые низкие по-
казатели – 2,1 % весной, 5,6 – осенью при средних 
многолетних значениях 6,9 и 9,5 % соответственно. 
такое состояние популяций носителей глпс, в част-
ности рыжей полевки, привело в 2013 г. к снижению 
заболеваемости населения, оказавшейся самой низ-
кой за 10-летний период (интенсивный показатель 
5,2). следует отметить, что поддержанию численно-
сти грызунов на низком уровне в 2013 г. способство-
вало увеличение почти на 30 % объема дератизации 
в природных и антропогенных биотопах в местах 
высокого риска заражения населения и участников 
универсиады-2013 в казани [5]. в 2014 г. в связи с 

благоприятными погодными условиями, хорошей 
кормовой базой произошло повышение интенсив-
ности размножения грызунов. так, у рыжей полевки 
и малой лесной мыши в размножении приняли уча-
стие все половозрелые самки, что привело к замет-
ному росту численности популяций. при этом ры-
жая полевка в отловах составляла 92 %. показатель 
инфицированности грызунов хантавирусом к осе-
ни уже приблизился к многолетней норме (табл. 1). 
обращает на себя внимание тот факт, что в 2009 и 
2014 гг. на фоне высокой численности и инфициро-
ванности хантавирусом мелких млекопитающих от-
мечались максимальные показатели заболеваемости 
глпс за анализируемый период (30,64 и 32,94 на 
100 тыс. населения соответственно), многолетние 
значения были превышены в 2 раза.

при повсеместном распространении глпс на 
территории татарстана следует отметить, что наи-
более активные ее проявления привязаны к леси-
стым зонам предкамья и закамья, где в широколи-
ственных лесах, как оптимальных местах обитания 
лесных видов грызунов, их численность является 
относительно стабильной [1]. по имеющимся ма-
териалам за период наблюдения показатель заболе-
ваемости в предволжье составил 6,03 на 100 тыс. 
населения; в предкамье – 10,45 (с учетом казани); в 
закамье – 22,08 (с учетом н. челнов). при этом пока-
затель заболеваемости в этих крупных городах мало 
различался – 8,39 и 10,03 на 100 тыс. населения со-
ответственно.

в качестве компонентов биоценотической струк-
туры природных очагов клещевых инфекций значат-
ся иксодовые клещи – Ixodes ricinus (L), I. persulkatus 
(Schulze), Dermacentor reticulatus (Fabr.) – как хра-
нители и переносчики возбудителей, а также млеко-
питающие – прокормители различных стадий разви-
тия этих членистоногих. исторически сложившиеся 
ареалы иксодид под влиянием природных условий и 
антропогенных преобразований к настоящему вре-
мени претерпели значительные изменения. в 40-х 
годах хх столетия (по литературным данным) само-
стоятельные ареалы занимали I. ricinus и I. persulk-
atus. первый – в предволжье и южной части лесного 
заволжья, второй занимал центральную и северо-
восточную часть лесного заволжья. лесостепное 
заволжье представляло совмещенные ареалы I. per-
sulkatus и D. reticulatus. ареал клеща D. reticulatus за 
последующие 30 лет продвинулся на северо-восток 
республики – в ее лесную заволжскую часть, в места 
распространения I. persulcatus. находки D. reticula-
tus в границах ареала I. ricinus были очень редкими. 
в настоящее время ситуация меняется. взаимное 
проникновение видов клещей в ареалы друг друга 
привело к тому, что каждый из 3 видов встречается 
во всех трех зонах республики, но их территориаль-
ное размещение неравномерное. так, в лесостепном 
заволжье плотность I. ricinus выше на юге и вдоль 
речной долины камы. клещи D. reticulatus и I. per-
sulkatus в пределах ареала I. ricinus в предволжье 

Таблица 1

Численность и результаты исследования мелких млекопитающих 
на хантавирусы на территории республики Татарстан  

(2009–2014 гг.)

сезон 2009 2010 2011 2012 2013 2014
средний  

многолетний  
показатель

процент попадания мелких млекопитающих

весна 14,1 7,8 8,3 3,5 4,5 5,5 7,3

осень 22,0 15,4 15,2 14,3 9,6 21,7 16,4

процент положительных проб на глпс

весна 13,5 4,7 5,7 8,9 2,1 6,3 6,9

осень 10,3 9,9 14,8 7,9 5,6 8,2 9,5
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встречаются редко (тетюшский р-н). при схожести 
биологии представителей рода Ixodes их существо-
вание на одной территории обеспечивается предпо-
чтением различных биотопов и, в некоторой степе-
ни, различием в сезонной динамике паразитирова-
ния имаго. у клещей D. reticulatus и I. ricinus сроки 
паразитирования имаго совпадают, но они несколько 
различаются у преимагинальных фаз. больше всего 
несходство динамики паразитирования всех фаз раз-
вития наблюдается у D. reticulatus и I. persulkatus. 
наряду с другими факторами это, видимо, сказыва-
ется на численности членистоногих в различных ме-
стах их совместного обитания. в последние годы от-
мечается рост обилия популяции D. reticulatus, одна 
из причин которого связана с хозяйственной деятель-
ностью человека – расширением площадей увлаж-
ненных луговых и кустарниковых биотопов, пригод-
ных для обитания данного вида. если до 2010 г. про-
слеживалось доминирование на территории лесного 
заволжья I. ricinus, лесостепного заволжья – I. per-
sulkatus, то в 2014 г. на всей территории преобладал 
вид D. reticulatus, составляя около 95 % в сборах.

в многолетнем аспекте наблюдается тенденция 
снижения общей численности клешей. так, средний 
показатель обилия клещей на 1 флаго-километр (экз./
фл.-км), вычисленный за пятилетние интервалы, со-
ставил за 1996–1999 гг. – 43,9, 2000–2004 гг. – 23,9, 
2006–2009 гг. – 12,6, 2010–2014 гг. – 9,2. за пери-
од наблюдений минимальная численность клещей 
пришлась на 2013 г. (табл. 2). помимо абиотиче-
ских условий на состояние популяций клещей не-
сомненное влияние оказала численность мелких 
млекопитающих-прокормителей, которая также сни-
жалась. в то же время, как показывают наблюдения, 
с 2010 г. растет активность клещей, постоянно увели-
чивается число людей, пострадавших от нападения 
членистоногих – от 3300 в 2010 г. до 7200 в 2014 г. 
исключение составил 2013 г., когда было отмечено 
3200 нападений. в ряду общей закономерности сле-
дует учитывать увеличение продолжительности сезо-
на паразитирования членистоногих в осенний период 
из-за теплой погоды и, в связи с этим же, увеличение 
продолжительности контакта человека с природой, а 
также рост численности D. reticulatus. необходимо 
отметить, что в 2013 г. на снижение эпизоотическо-
го потенциала переносчиков (численность, возмож-
ность контакта с населением) несомненное влияние 

оказали объемные акарицидные обработки лесных 
зон. на этом фоне существенно снизились показате-
ли инфицированности клещей возбудителями клеще-
вого энцефалита и боррелиоза (табл. 2).

энзоотичной по икб является вся территории 
республики татарстан. по результатам лабораторного 
исследования инфицированность иксодовых клещей 
боррелиями равнялась в среднем 16 %. среди них 
I. persulkatus составляли 58 %, I. ricinus – 27 %, D. re-
ticulatus –15 %. положительные находки за наблюдае-
мый период выявлены в лесном (5 районов и казань) 
и в лесостепном (9 районов) заволжье. на отдельных 
участках очаговой по икб территории отмечается вы-
сокая зараженность иксодовых клещей, значительно 
превышающая фоновую, что создает повышенную 
угрозу заболеваемости населения. в 2012 г. при сред-
ней зараженности клещей 6,3 % в тюлячинском райо-
не она составляла 19,3 %, нижнекамском – 24,0 %, в 
казани – 10,8 %. на территории зеленой зоны казани 
даже при низкой активности очагов клещевого борре-
лиоза (2013–2014 гг.) сохраняется циркуляция возбу-
дителя в переносчиках.

очаговыми по квэ в республике признаны 26 
административных районов – 5 в лесном заволжье и 
все районы лесостепного заволжья, представляющие 
территории оптимального размещения клещей I. per-
sulkatus и D. reticulatus. доля зараженных иксодовых 
клещей возбудителем квэ низкая – в среднем 1,7 %. 
по данным за 2011–2014 гг. (исследовано 2096 экз.) из 
9 положительных результатов 4 были от I. persulkatus 
(2011 г.) и 5 – от D. reticulatus (2013 г.). заболеваемость 
населения колеблется от 1 до 4 случаев в год с учетом 
завозных (2010–2013 гг.). показатель заболеваемости 
в 2014 г. составил 0,04 (3 случая).

лихорадка западного нила на территории 
татарстана отмечалась дважды – 4 случая в 2011 г. и 
3 в 2012 г. контроль, проводимый за инфицирован-
ностью переносчиков и возможных носителей виру-
са западного нила, не зарегистрировал циркуляцию 
возбудителя в природных биотопах. вместе с тем 
считается, что биотические и абиотические усло-
вия для укоренения лзн на территории татарстана 
существуют [4]. лимитирующим фактором при этой 
инфекции выступают температурные условия, влия-
ющие на численность переносчиков и размножение 
возбудителя в их организме. 

в природных биотопах постоянно проводится 
обследование на туляремию. энзоотичная по этой 
инфекции территория (19 административных райо-
нов) была дифференцирована на 3 типа очагов: лес-
ной, луго-полевой и пойменно-болотный. долгое от-
сутствие проявлений этой инфекции, прежде всего, 
связано с хозяйственной деятельностью человека, 
повлиявшей на условия жизнедеятельности основ-
ного носителя – водяной полевки (Arvicola terrestris): 
создание водохранилищ и последовавшие резкие ко-
лебания уровня воды в них, и сказавшейся на функ-
ционировании очагов пойменно-болотного типа. в 
настоящее время эпизоотологическую опасность 

Таблица 2

Численность и показатели инфицированности иксодовых клещей 
возбудителями кВЭ и икб на территории республики Татарстан 

(2009–2014 гг.)

показатели 2009 2010 2011 2012 2013 2014 средний 
многолетний

численность  
экз. на 1 фл.-км

11,5 10,1 12,1 7,3 6,8 9,8 9,6

инфицирован-
ность икб, %

17,1 32,7 38,0 6,3 1,3 1,9 16,0

инфицирован-
ность квэ, %

6,5 0,9 2,0 отр. 0,6 отр. 1,7
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могут представлять пойменные долины множества 
рек, где в качестве компонентов биоценотической 
структуры при туляремии выступают обыкновенная 
полевка и клещ D. reticulatus. не исключается под-
держание очаговости туляремии рыжей полевкой 
и другими лесными грызунами, а также клещами 
родов Dermacentor и Ixodes. за рассматриваемый 
период антитела к возбудителю туляремии выяв-
лены в 2014 г. у одной рыжей полевки, добытой в 
высокогорском районе (луго-полевой тип), титр 1:20. 
также получены положительные пробы при исследо-
вании погадок хищных птиц (511 проб) в материале 
из тетюшского (луго-полевой тип) и чистопольского 
(пойменно-болотный) районов (2 в 2009 г., 3 в 2011 г.). 
исследование 2110 экз. иксодовых клещей и 115 
проб объектов внешней среды было отрицательным. 
в некоторых случаях наблюдается территориальное 
совмещение очагов туляремии и участков обнаруже-
ния лептоспироза. при ежегодном мониторинге по-
ложительный на лептоспироз результат был получен 
в 2014 г. в материале из органов обыкновенной по-
левки (тетюшский район). на данный момент небла-
гополучными по лептоспирозу значатся три района 
предволжья и один – лесного заволжья. 

на протяжении многих лет для республики 
татарстан одной из проблем является бешенство. 
заболевания животных регистрируются на всей тер-
ритории. несмотря на то, что в 2014 г. по сравнению 

с предшествующими годами число выявленных слу-
чаев бешенства оказалось минимальным – 76 (за счет 
снижения случаев среди сельскохозяйственных жи-
вотных), число инфицированных диких животных, 
являющихся источником заражения, возросло до 
72 %. напряженность эпизоотологической обстанов-
ки в следующем сезоне сохранится.

таким образом, наибольшую эпидемиологиче-
скую опасность для населения республики представля-
ют сформировавшиеся на всей территории природные 
очаги глпс, а также очаги икб. циркуляция возбуди-
телей этих болезней в природных биотопах постоянно 
подтверждается данными лабораторного исследова-
ния носителей и переносчиков. эпизоотологическое 
значение отдельных территорий еще более возрастает 
за счет других природно-очаговых инфекций, моза-
ично распространенных в регионе. так, территория 
26 районов является одновременно энзоотичной по 
глпс, икб и квэ. на территории 19 районов, по-
мимо глпс и икб, были дифференцированы очаги 
туляремии. к территории 11 административных райо-
нов приурочены очаги всех четырех рассматриваемых 
заболеваний (рисунок). 

в республике татарстан внимание в плане 
наиболее вероятного контакта с природой участ-
ников и гостей организуемых массовых меро-
приятий, прежде всего, заслуживает территория 
казани и прилегающих административных районов 

территориальная приуроченность природных очагов опасных инфекционных болезней различной этиологии в республике 
татарстан: 
1 – очаги глпс, икб; 2 – очаги глпс, икб, квэ; 3 – очаги глпс, икб, туляремии; 4 – очаги глпс, икб, квэ, туляремии 
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(зеленодольский, высокогорский, лаишевский), а 
также спасский район с центром «болгар», которая 
является эпидемичной по ряду нозологий (рисунок) 
и активно посещается туристами. так, на указанной 
территории практически ежегодно, за исключени-
ем спасского района, регистрировалась заболевае-
мость глпс. среднемноголетние показатели забо-
леваемости составили 8–10 на 100 тыс. населения, в 
спасском районе – 3.

в преддверии проведения массовых мероприя-
тий требуется усиление эпизоотологического надзо-
ра в природных очагах болезней, особенно в районах 
предполагаемой организации мероприятий и пере-
движения участников, разработка с учетом данных 
мониторинга рекомендаций по осуществлению ком-
плекса неспецифической профилактики заболеваний 
зоонозами на участках высокого риска заражения.  

обоснованный прогноз эпизоотической актив-
ности природных очагов инфекционных болезней и 
предложенные меры неспецифической профилакти-
ки были успешно применены для обеспечения эпиде-
миологического благополучия населения, участников 
и гостей универсиады-2013 в казани и чемпионата 
мира по водным видам спорта. этот опыт следует 
использовать для профилактики природно-очаговых 
заболеваний при организации и проведении массо-
вых мероприятий, каким в ближайшее время будет 
чемпионат мира по футболу.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
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в хх столетии накоплен большой фактиче-
ский материал, характеризующий биоценотическую 
структуру и пространственно-временные особен-
ности эпизоотической активности природных оча-
гов туляремии на территории московской области 
[2, 5, 6]. однако в последние 2–3 десятилетия под 

влиянием антропогенных и климатических факторов 
условия циркуляции возбудителя туляремии на тер-
ритории московской области, равно как и в других 
регионах россии, значительно изменились [4, 8]. в 
частности, вследствие неблагоприятного влияния 
современного потепления климата эпизоотическая 

Пробл. особо опасных инф. 2016; 2:59–64. DOI: 10.21055/0370-1069-2016-2-59-64
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приМенение гиС-технологий для выявления районов С разной Степенью  
потенциальной ЭпидеМичеСкой опаСноСти в природных очагах туляреМии 

МоСковСкой оБлаСти
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целью настоящей работы является дифференциация энзоотичных по туляремии территорий московской 
области по степени потенциальной эпидемической опасности с применением гис-технологий. материалы 
и методы. для гис-анализа использованы архивные данные Фбуз «цгиэ в московской области» и Фкуз 
«противочумный центр» за период 1942–2014 гг., литературные данные, авторские данные. при помощи гис-
пакета MapInfo Professional 10.5 построены 2 карты, отражающие особенности распространения туляремии на 
территории московской области. результаты и обсуждение. в результате гис-анализа ландшафтной приуро-
ченности участков стойкого проявления туляремии в 1942–2014 гг. установлено, что районы с наибольшей крат-
ностью (10 и более лет) ее проявления расположены в интервале высот от 100 до 150 м н.у.м. на территории 
верхневолжской и мещерской низменностей, москворецко-окской равнины, заокского эрозионного плато, юго-
западной части смоленско-московской возвышенности. выполнена дифференциация энзоотичных по туляремии 
территорий московской области по степени потенциальной эпидемической опасности. полученные результаты 
послужат основой для усовершенствования тактики эпизоотологического мониторинга природных очагов туля-
ремии и планирования объемов профилактических мероприятий.

Ключевые слова. природные очаги туляремии, эпидемиологическая дифференциация территории, степень 
потенциальной эпидемической опасности, ландшафтная приуроченность стойких проявлений туляремии, гис-
технологии.
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Objective of the study is to differentiate enzootic, as regards tularemia, territories of the Moscow Region according to the degree 
of potential epidemic hazard, applying GIS-technologies. Materials and methods. Utilized have been archival records, held by the 
Center of Hygiene and Epidemiology in the Moscow Region and Plague Control Center, Moscow over the period of 1942–2014, lit-
erature and author’s data. Constructed have been two maps, displaying the peculiarities of tularemia dissemination in the territory of 
the Moscow Region, deploying GIS software kit – MapInfo Professional, 10.5. Results and discussion. GIS-analysis of the landscape 
confinement of the areas with sustained tularemia manifestations during 1942–2014 has revealed that regions of the longest persistence 
(10 years and more) are situated within the altitudes interval of 100–150 m A.S.L. in the territory of Upper-Volga and Meshcherskaya 
lowlands, Moskvoretsko-Okskaya valley, Zaokskoe erosional plateau, south-western part of Smolensk-Moscow highlands. Carried 
out is differentiation of enzootic as regards tularemia territories in the Moscow Region according to the degree of potential epidemic 
hazard. The results obtained will serve as the basis for the enhancement of the strategies for epizootiological monitoring over natural 
tularemia foci and for effective planning of prophylactic activities.
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активность природных очагов туляремии во многих 
регионах российской Федерации значительно сни-
зилась [7, 12]. однако в 2005 г. в природных очагах 
туляремии московской области имело место резкое 
обострение эпидемической обстановки [3]. в 2006–
2014 гг. здесь также неоднократно регистрировали 
циркуляцию возбудителя туляремии на локальных 
участках, а также единичные случаи заражения [7]. 
в настоящее время для обеспечения эпидемиологи-
ческого благополучия по туляремии в московской 
области наибольший практический интерес пред-
ставляет выявление участков высокого риска зараже-
ния как основы для планирования и упреждающего 
проведения профилактических мероприятий [9, 10]. 
целью настоящей работы является дифференциация 
энзоотичных по туляремии территорий московской 
области по степени потенциальной эпидемической 
опасности с применением гис-технологий.

материалы и методы 

для гис-анализа использованы архивные 
данные Фбуз «цгиэ в московской области» 
роспотребнадзора и Фкуз «противочумный центр» 
роспотребнадзора эпизоотологического (1965–
2014 гг.) и эпидемиологического мониторинга (1942–
2010 гг.) энзоотичных по туляремии территорий 
московской области, литературные данные. в про-
грамме Microsoft Excel созданы таблицы с данными 
по участкам выделения возбудителя туляремии (всего 
98) и по населенным пунктам, где были зарегистри-
рованы больные жители (всего 654). посредством 
Google Earth были определены географические коор-
динаты базовых точек (населенные пункты). при по-
мощи гис-пакета MapInfo Professional 10.5 создана 
база данных, на основе которой были получены слои 
гис по местам заражения людей и выделению куль-
тур возбудителя туляремии. далее были построены 
2 карты, отражающие особенности распростране-
ния туляремии на территории московской области: 
«приуроченность эпизоотических и эпидемических 
проявлений туляремии к физико-географическим 
провинциям московской области в 1942–2014 гг.» и 
«потенциальная эпидемическая опасность природ-
ных очагов туляремии московской области».

результаты и обсуждение

в результате выполненного анализа в гра-
ницах московской области [1] выделено 39 при-
родных очагов туляремии двух основных типов: 
пойменно-болотный (11 очагов) и луго-полевой 
(28 очагов). природные очаги пойменно-болотного 
типа занимают более 30 % территории московской 
области и широко распространены на территори-
ях волоколамского, дмитровского, егорьевского, 
красногорского, мытищинского, одинцовского, 
орехово-зуевского, сергиево-посадского, павлово-
посадского, талдомского и Шатурского админи-

стративных районов. для остальной территории 
московской области (около 70 %) характерно нали-
чие природных очагов туляремии луго-полевого типа. 
также отмечено, что в настоящее время основным 
носителем инфекции на территории московской об-
ласти повсеместно является обыкновенная полевка, 
второстепенными – водяная полевка, мышь-малютка 
и обыкновенная бурозубка, а основным хранителем – 
клещи Dermacentor reticulatus, второстепенными 
Ixodes ricinus и I. trianguliceps. следует отметить, что 
популяции водяной полевки, выполняющей в про-
шлом роль основного носителя туляремии в очагах 
пойменно-болотного типа в московской области, как 
и в других регионах россии, продолжают оставаться 
в состоянии глубокой депрессии [11].

по кратности эпидемических проявлений ту-
ляремии территории природных очагов пойменно-
болотного типа условно подразделены на 3 груп-
пы районов: первая – 10–13 лет (дмитровский, 
орехово-зуевский, талдомский и Шатурский); 
вторая – 6–8 лет (егорьевский, одинцовский, 
волоколамский и сергиево-посадский); третья – 
2–3 года (мытищинский, красногорский и павлово-
посадский). в 1942–2010 гг. в их границах выявлено 
250 населенных пунктов, где были зарегистрированы 
случаи заражения туляремией, то есть в 38,2 % от всех 
населенных пунктов московской области, в которых 
имели место заболевания этой инфекцией. кроме 
того, в 1965–2014 гг. в природных очагах пойменно-
болотного типа изолировано 15 культур возбудителя 
туляремии (по 1–3 культуры в каждом районе).

по кратности эпидемических проявлений туля-
ремии территории природных очагов луго-полевого 
типа также условно подразделена на 3 группы райо-
нов: первая – 10–14 лет (воскресенский, раменский, 
солнечногорский, ступинский и ленинский); 
вторая – 5–9 лет (домодедовский, зарайский, 
истринский, каширский, луховицкий, можай-
ский, наро-Фоминский, подольский, рузский, 
серпуховской, серебряно-прудский, клинский и 
лотошинский); третья – 0–4 года (ногинский, озер-
ский, пушкинский, химкинский, щелковский, Ша-
ховской, коломенский, люберецкий, чеховский и 
балашихинский ). в 1965–2014 гг. здесь изолировано 
из различных объектов внешней среды 211 культур 
возбудителя туляремии.

всего в 1965–2014 гг. в природных очагах туля-
ремии на территории 33 административных районов 
изолировано 226 культур возбудителя туляремии, в 
том числе от мелких млекопитающих – 97 (42,9 %), от 
иксодовых клещей – 98 (43,9 %), из воды – 20 (8,8 %), 
из других объектов внешней среды – 11 (4,9 %). в 
6 районах московской области (балашихинский, 
егорьевский, клинский, красногорский, серебряно-
прудский и озерский) культуры не выделены.

подчеркнем, что наиболее высокая эпизооти-
ческая активность природных очагов туляремии 
на территории московской области имела место в 
1965–1993 гг. (выделено 211 культур). причем 103 
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культуры выделены в период 1983–1993 гг., в том 
числе от грызунов – 28, от иксодовых клещей – 52, 
из воды – 14 и подснежных гнезд – 9. в 1994–2014 гг. 
на фоне значительного спада эпизоотического потен-
циала природных очагов выделено всего 15 культур 
возбудителя туляремии, в том числе от обыкновен-
ной полевки – 3, от полевой мыши – 1, от иксодовых 
клещей (Dermacentor reticulatus и Ixodes ricinus) – 2, 
из субстрата гнезд грызунов – 3, из воды – 6.

выполненный анализ пространственного рас-
пределения проявлений туляремии на территории 
московской области с применением гис-технологий 
показал, что наиболее стойкий ее характер (выделе-
ние культур, случаи заражения людей) отмечен в гра-
ницах верхневолжской и мещерской низменностей, 
москворецко-окской равнины и заокского плато 
(рис. 1). 

особо подчеркнем, что на территории 
московской области выявлено 42 населенных пун-
кта, где в многолетнем аспекте неоднократно име-
ли место как случаи заражения, так и выделения 
культур возбудителя туляремии. такие участки, ха-
рактеризующиеся высоким риском заражения, вы-
явлены в границах как природных очагов пойменно-
болотного, так и луго-полевого типов на территории 
21 административного района московской области. 
в 1965–2014 гг. здесь выявлено 82 культуры возбуди-
теля туляремии, в том числе от различных видов мел-
ких млекопитающих – 50, из водных источников – 12, 

от иксодовых клещей – 14, из подснежных гнезд – 6. 
особо подчеркнем, что выделение культуры возбу-
дителя туляремии из воды в 2013 г. в волоколамском 
районе (г. ярополец) имело место после 70-летнего 
перерыва (в 1943 г. в 5 селах из окрестностей 
яропольца зарегистрирована эпидемическая вспыш-
ка туляремии). это, косвенно, подтверждает наличие 
в области участков стойкого проявления инфекции 
[7]. именно к таким местам как в прошлом столетии, 
так и в современный период приурочены эпидемиче-
ски активные природные очаги пойменно-болотного 
и луго-полевого типов. последнее подтверждают 
положительные результаты иммунологических ис-
следований 3492 погадок хищных птиц, собранных 
в 2003–2013 гг. на территории 21 административного 
района московской области. причем количество по-
ложительных проб в отдельные годы составляло от 
12 (2007 г.) до 70 % (2013 г.). более того, в 2013 г. в 
волоколамском и воскресенском районах получены 
положительные результаты на наличие днк возбу-
дителя туляремии методом пцр от рыжей полевки и 
обыкновенной бурозубки [2].

учитывая высокую вероятность новой активи-
зации природных очагов туляремии, в первую оче-
редь, на участках стойкого ее проявления, выполнен 
анализ приуроченности находок зараженных живот-
ных и объектов внешней среды к различным физико-
географическим зонам и административным райо-
нам московской области. также определена крат-

рис. 1. приуроченность эпизоотических и эпидемических проявлений туляремии к физико-географическим провинциям московской 
области в 1942–2014 гг.:
1 – места заражения людей туляремией; 2 – места выделения культур возбудителя туляремии; 3 – границы физико-географических провинций
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ность выделения культур возбудителя в 1965–2014 г. 
и регистрации случаев заражения в 1942–2010 гг. по 
административным районам московской области. в 
результате установлено, что в 1965–2014 гг. культу-
ры возбудителя туляремии выделены от различных 
систематических групп животных и объектов внеш-
ней среды в 33 административных районах лесной 
зоны. в лесостепной зоне (заостринская эрозионная 
равнина) положительных результатов при исследо-
вании проб полевого материала не получено. при 
этом наибольшая кратность (10 и более лет) выде-
ления культур возбудителя туляремии от животных 
и объектов внешней среды зарегистрирована на 
территории верейской-звенигородской наклонной 
равнины (районы нарофоминский, можайский). 
высокая кратность (5–8 лет) выделения культур воз-
будителя туляремии установлена для территорий 
на москворецко-окской равнине (серпуховский, 
ступинский, подольский, коломенский и чеховский 
районы). более низкие значения кратности проявле-
ния туляремии (3–4 года) характерны для террито-
рий заокского плато (каширский, зарайский райо-
ны) и мещерской низменности (воскресенский и 
др.). для территорий верхневолжской низменности, 
северо-западной части смоленско-московской воз-
вышенности и заосетринской равнины кратность 
выделения культур туляремии в 1964–2014 гг. не 
превышала 1–2 года. соответственно выполнен ана-
лиз распределения случаев заражения туляремией по 

административным районам московской области в 
1942–2010 гг. в этот период спорадические случаи 
заболевания отмечены в 654 населенных пунктах. 
при этом наибольшая кратность (5 и более лет) ре-
гистрации больных туляремией, равно как и количе-
ства населенных пунктов, где в 1942–2010 гг. имели 
место заражения людей, зарегистрирована в гра-
ницах верхневолжской низменности (талдомский 
район) и смежных территориях северо-западной 
части смоленско-московской возвышенности 
(лотошинский, Шаховский, волокамский райо-
ны), на территории москворецко-окской равнины 
(серпуховский, раменский, ленинский), мешерской 
низменности (Шатурский, орехово-зуевский, 
раменский), верейской-звенигородской наклонной 
равнины (нарофоминский), заокского эрозионного 
плато (каширский, зарайский). 

на основании результатов анализа простран-
ственных особенностей эпизоотических и эпиде-
мических проявлений туляремии в 1942–2014 гг. 
проведено эпидемиологическое районирование 
московской области по степени потенциальной эпи-
демической опасности (высокая, средняя, низкая) эн-
зоотичных территорий (рис. 2).

к территории с высокой степенью потенциаль-
ной эпидемической опасности отнесена группа из 
11 районов (воскресенский, зарайский, каширский, 
можайский, наро-Фоминский, орехово-зуевский, 
раменский, серпуховский, ступинский, талдомский, 

рис. 2. потенциальная эпидемическая опасность природных очагов туляремии московской области:
1 – места заражения людей туляремией; 2 – места выделения культур возбудителя туляремии; 3 – районы с высокой эпидемической опасностью;  
4 – районы со средней эпидемической опасностью
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Шатурский) с кратностью проявления туляремии 
(выделение культур, случаи заражения) 0,5–0,7 за 
72 года наблюдений. в 1942–2014 гг. периодиче-
ски регистрировали обострения эпизоотической и 
эпидемиологической обстановки, причем отмечен 
многократный характер проявлений туляремии в од-
них и тех же местах. общая площадь территории с 
высокой потенциальной эпидемической опасностью 
составляет 16 тыс. 629 кв. км. в 1965–2008 гг. выде-
лено 165 культур возбудителя туляремии и зареги-
стрировано 394 населенных пункта, где имели место 
случаи заражения. регистрация зараженных живот-
ных и объектов внешней среды отмечена в 1965–
1969, 1973–1981, 1983–1988, 1993, 1997, 2002, 2006, 
2008, 2013 гг. случаи заражения зарегистрированы в 
1942–1951, 1955, 1957, 1959, 1960, 1974, 1976, 1978, 
1980–1986, 1988, 1990, 1992, 1995 и 2005 гг. с нашей 
точки зрения, стойкий характер энзоотии обусловлен 
наличием здесь многочисленных микроочагов, обе-
спечивающих длительное сохранение возбудителя 
туляремии во внешней среде и периодические его 
экспансии на смежные участки в годы активизации 
эпизоотического процесса. эпизоотии зарегистриро-
ваны в течение 28 лет, случаи заражения – 29 лет.

к территориям со средней степенью потенци-
альной эпидемической опасности отнесены 11 райо-
нов (волоколамский, дмитровский, домодедов ский, 
солнечногорский, истринский, одинцовский, ле-
нинский, лотошинский, коломенский, подольский, 
Шаховской) с кратностью проявления туляремии 
(выделение культур, случаи заражения) 0,3–0,4. 
рассматриваемая территория фактически граничит с 
участками высокого риска заражения и, вероятно, яв-
ляется зоной выноса туляремийной инфекции в годы 
активизации эпизоотического процесса на участках 
стойкого ее сохранения. в 1967–2014 г. выделено 33 
культуры возбудителя туляремии и зарегистрирова-
но 158 населенных пунктов, где имели место слу-
чаи заражения. регистрация зараженных животных 
и объектов внешней среды отмечена в 1967, 1968, 
1975, 1977, 1978, 1981, 1984, 1986–1989, 1991, 1999, 
2013 гг. случаи заражения имели место в 1942–1954, 
1956,1957, 1963, 1965, 1967, 1976–1980, 1985, 1988, 
1990, 1995, 2005 гг. общая площадь территории со 
средней степенью высокой потенциальной эпиде-
мической опасности составляет 12165 тыс. кв. км. 
эпизоотии зарегистрированы в течение 14 лет, слу-
чаи заражения – 28 лет.

к территориям с низкой степенью потенциаль-
ной эпидемической опасности отнесены 17 районов 
(клинский, сергиево-посадский, мытищинский, 
пушкинский, щелковский, красногорский, люб-
линский, рузский, балашихинский, ногинский, 
егорьевский, озерский, луховицкий, серебряно-
прудский, химкинский, павлово-посадский, чехов-
ский) с кратностью проявления туляремии (выделе-
ние культур, случаи заражения) 0,0–0,2. в ряде райо-
нов (егорьевский, озерский, серебряно-прудский, 
клинский, красногорский, балаши хинский) в 1965–

2013 гг. не выделяли культуры возбудителя туляре-
мии из животных и объектов внешней среды, но име-
ли место случаи заражения людей. в 1965–2004 гг. 
выделено 28 культур и зарегистрировано 103 на-
селенных пункта, где имели место случаи зараже-
ния. регистрация зараженных животных и объектов 
внешней среды отмечена в 1964, 1975, 1976, 1977, 
1979–1981, 1986, 1988, 1989, 1993, 1997, 2000 гг. 
случаи заражения имели место в 1942–1946, 1948–
1950, 1952, 1953, 1957, 1964, 1976–1978, 1981–1984, 
1988, 1993, 1997, 2000, 2001, 2005 гг. общая площадь 
территории с низкой степенью потенциальной эпи-
демической опасности составляет 18206 тыс. кв. км. 
эпизоотии зарегистрированы в течение 26 лет, слу-
чаи заражения – 26 лет.

в результате анализа ландшафтной приурочен-
ности участков стойкого проявления туляремии в 
1942–2014 гг. установлено, что районы с наибольшей 
кратностью (более 5–10 лет) ее проявления (выделе-
ние культур, регистрации заражений) расположены 
в интервале высот от 100 до 150 м (верхневолжская, 
мещерская низменности, москворецко-окская 
равнина, заокское эрозионное плато, пологая юго-
западная часть смоленско-московской возвышен-
ности). в северо-западной и центральной частях 
смоленско-московской возвышенности и цен-
тральной части москворецко-окской равнины, где 
высота рельефа достигает 150–300 м, кратность ре-
гистрации циркуляции возбудителя туляремии не 
превышает 1–2 лет. при этом установлено, что наи-
более часто проявления туляремии регистрируют в 
долинах больших и малых рек, заболоченных участ-
ках на подзолистых, болотно-подзолистых, дерново-
слабоподзолистых и дерново-среднеподзолистых 
почвах. относительный показатель увлажненно-
сти почвы колеблется от 1,3–1,5 и выше 1,7. такие 
участки характеризуются также относительно вы-
соким уровнем грунтовых вод. можно полагать, что 
этот комплекс условий способствует длительному 
сохранению возбудителя туляремии в почвенной 
биоте, в том числе в ассоциации с амебами рода 
Acanthamoeba [13, 14]. для подтверждения участия 
амеб Acanthamoeba sp. в сохранении Francisella tu-
larensis в микроочагах на территории московской 
области необходимо проведение специальных ис-
следований. также отметим, что использование 
гис-технологий позволило провести эпидемиоло-
гическую дифференциацию энзоотичных по туляре-
мии территорий московской области, выявить рай-
оны, характеризующиеся разной (высокая, средняя 
и низкая) степенью потенциальной эпидемической 
опасности. полученные результаты послужат осно-
вой для усовершенствования тактики эпизоотологи-
ческого мониторинга природных очагов туляремии 
московской области, планирования объемов про-
филактических мероприятий.
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н.В.богачева, Г.Д.елагин, Д.В.Печенкин, а.а.кытманов, о.В.Тихвинская, а.В.ерёмкин

разраБотка иММунохроМатографичеСкой Моноклональной теСт-СиСтеМы  
для выявления Yersinia pseudotuberculosis Серогруппы I

ФГБУ «48 Центральный научно-исследовательский институт» Министерства обороны РФ, Киров,  
Российская Федерация

цель. разработать иммунохроматографическую моноклональную тест-систему для выявления возбудителя 
псевдотуберкулеза серогруппы I. материалы и методы. в качестве специфических компонентов для разработки 
иммунохроматографической тест-системы были использованы мышиные моноклональные антитела гибридных 
клеточных линий, полученные на липолисахаридный антиген наружной мембраны «холодового» варианта псев-
дотуберкулезного микроба I серотипа (YP-101н2в4, YP-105с5а10); кроличьи антивидовые антитела против им-
муноглобулинов мыши. для получения конъюгата коллоидного золота с антителами (кз-ат) были использованы 
частицы диаметром (30±2) нм. для конъюгирования с коллоидным золотом использовали концентрацию антител, 
на 10–15 % превышающую точку выхода D580 на плато. для изготовления иммунохроматографической тест-
системы применяли комплект мембран фирмы MDI Easypack («Advanced Microdevise», индия). готовый конъю-
гат наносили на мембрану методом пропитывания. антитела в аналитическую и контрольную мембраны в вы-
бранной концентрации наносили с помощью диспенсора. подложку с нанесенным конъюгатом и готовые рабочие 
мембраны сушили в вакуумном сухожаровом шкафу. собранные иммунохроматографические тест-системы на-
резали по 4,5 мм и тестировали на специфичность и чувствительность. результаты и выводы. разработана им-
мунохроматографическая тест-система, в которой использовали моноклональные антитела гибридной клеточной 
линии YP-105C5A10 в конъюгате с коллоидным золотом и моноклональные антитела гибридной клеточной линии 
YP-101H2B4 в тестовой линии. тест-система обеспечивает выявление штаммов Y. рseudotuberculosis серогруппы 
I в концентрации от 500 тыс. м.к.·см–3 (при тестировании 8 штаммов из 11 исследованных) до 4 млн м.к.·см–3 и 
не выявляет при исследовании близкородственные иерсинии и гетерологичные микроорганизмы в концентрации 
100 млн м.к.·см–3.

Ключевые слова: возбудитель псевдотуберкулеза серогруппы I, моноклональные антитела, иммунохромато-
графическая тест-система.
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Development of Immune-Chromatographic Monoclonal Test-System for the Detection  
of Yersinia pseudotuberculosis, Serogroup I
Affiliated Branch of the «48th Central Research Institute» of the Ministry of Defense of the Russian Federation, Kirov, Russian 
Federation

Objective of the study was to develop monoclonal immunoassay for the detection of the pseudotuberculosis agent, serogroup I. 
Materials and methods. Specific components, that were used for immune-chromatographic test-system development were mouse 
monoclonal antibodies of hybrid cell lines, obtained to lipopolysaccharide antigen of the outer membrane of the pathogen’s «cold» 
variant (YP-101N2V4, YP-105S5A10); and rabbit anti-species antibodies against murine immunoglobulins. Particles, (30±2) nm in 
the diameter, were used to prepare colloidal gold-antibody conjugate. Antibody concentration for conjugation was 10–15 % greater 
than the D580 exit point on the plateau. For the production of immune-chromatographic test-system a set of membranes – MDI 
Easypack – manufactured by «Advanced Microdevice», India was deployed. Finished conjugate was applied onto the membrane by 
means of impregnation. Antibodies in the selected quantities were applied onto the analytical and control membranes via Dispensers. 
Substrates coated with the conjugate and ready-made working membranes were vacuum dried in a heat cabinet. Assembled immune-
chromatographic test-systems were cut off 4.5 mm each and tested for specificity and sensitivity. Results and conclusions. Developed 
has been immune-chromatographic test-system for the detection of pseudotuberculosis pathogen, serogroup I. Utilized have been 
monoclonal antibodies of the hybrid cell line YP-105C5A10 in colloidal gold conjugate and monoclonal antibodies of the hybrid cell 
line YP-101H2B4 in the test line. The test-system allows for the detection of Y. pseudotuberculosis strains, serogroup I, at concentra-
tions varying from 500 ths. m.c.·cm–3 (8 of the 11 strains under study) up to 4 million m.c.·cm–3 and does not identify closely related 
yersinia and heterologous microorganisms in quantities of 100 million m.c.·cm–3.
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псевдотуберкулез (дальневосточная скарлати-
ноподобная лихорадка) – острое инфекционное забо-
левание, характеризующееся полиморфизмом кли-
нических проявлений с преимущественным пораже-
нием желудочно-кишечного тракта, кожи и опорно-
двигательного аппарата [5]. 

заболевание представляет проблему для совре-
менной инфектологии, что обусловлено его широким 
территориальным распространением и сложностью 
диагностики [3, 4]. 

Широкому распространению заболевания спо-
собствуют выраженные адаптационные свойства воз-
будителя – Yersinia pseudotuberculosis. возбудитель 
псевдотуберкулеза персистирует на всей территории 
рФ: в приморском, камчатском и хабаровском краях, 
на сахалине, в сибири, областях северо-западного 
Федерального округа. основным возбудителем за-
болевания является микроорганизм, относящийся к 
первой серогруппе. заболеваемость в рФ псевдоту-
беркулезом за последние годы составила 7,1–7,3 слу-
чая на 100 тыс. населения. различные по интенсив-
ности вспышки и спорадические случаи за послед-
ние десятилетия зафиксированы в странах ближнего 
зарубежья и скандинавии [1]. 

сложность диагностики псевдотуберкулеза обу-
словлена многообразием его клинических форм и не-
обходимостью проведения дифференциальной диа-
гностики с большим количеством сходных по клини-
ческим симптомам заболеваний как инфекционной, 
так и неинфекционной природы [3, 4, 5]. 

постановка предварительного диагноза основа-
на на совокупности характерных для псевдотуберку-
леза признаков заболевания и данных эпид анамнеза, 
окончательного диагноза – на результатах лаборатор-
ной диагностики. 

лабораторная диагностика псевдотуберкулеза 
построена на детекции возбудителя и его диффе-
ренциации от других представителей рода Yersinia. 
для этого используют традиционные бактериоло-
гические, серологические и биохимические методы 
исследования [2]. диагностическая эффективность 
бактериологического метода ограничена трудоемко-
стью и относительно длительными сроками исследо-
вания материала. серологические методы (реакция 
агглютинации, непрямой гемагглютинации, имму-
ноферментный анализ), основанные на выявлении 
антител, имеют ряд таких серьезных недостатков, 
как невысокая специфичность и поздние сроки под-
тверждения диагноза [2, 4, 5]. 

в настоящее время разрабатываются новые экс-
прессные методы диагностики, направленные на 
сокращение времени проведения анализа, его упро-
щение при одновременном увеличении надежности 
и легкости интерпретации результатов при высокой 
чувствительности и специфичности. этим требова-
ниям отвечает метод иммунохроматографии, осно-
ванный на принципах тонкослойной хроматографии 
и реакции антигенов микробной клетки со специфи-
ческими антителами [9]. 

в связи с этим целью настоящей работы стала 

разработка иммунохроматографической монокло-
нальной тест-системы для выявления возбудителя 
псевдотуберкулеза серогруппы I.

материалы и методы

в работе использованы: золотохлористоводо-
родная кислота («Sigma», сШа), цитрат натрия, 
твин-20, бычий сывороточный альбумин (бса) 
(«MP Biomedicals», великобритания), NaCl, K2CO3, 
KH2PO4, Na2HPO4, Na2B4O7 («химмед», россия), 
полиэтиленгликоль-40000 («Sigma», сШа). все 
вспомогательные компоненты были аналитической и 
химической чистоты. растворы для получения кол-
лоидного золота и его конъюгатов с антителами го-
товили на деионизированной воде, полученной с по-
мощью установки Milli-Q (Millipore, сШа).

в качестве специфических компонентов им-
мунохроматографической тест-системы были ис-
пользованы: мышиные моноклональные антитела 
(мкат) гибридных клеточных линий, полученные на 
липолисахаридный (лпс) антиген наружной мем-
браны «холодового» варианта псевдотуберкулезного 
микроба I серотипа (YP-101н2в4, YP-105с5а10); 
кроличьи антивидовые антитела против иммуногло-
булинов мыши. все специфические компоненты по-
лучены специалистами филиала Фгбу «48 цнии» 
минобороны россии (г. киров).

для изготовления иммунохроматографической 
тест-системы применяли комплект мембран фирмы 
MDI Easypack («Advanced Microdevise», индия): ни-
троцеллюлозную мембрану – CNPF-SN12-L2-P25 со 
скоростью ламинарного потока 4 см за 125 с для на-
несения тестовой и контрольной зон; подложку для 
конъюгата – PT-R5; подложку для образца – GFB-
R7L (0,6); подложку для адсорбента – аро45.

коллоидное золото (кз) получали по методу 
Френса [7]. результат электронной микроскопии по-
казал высокую степень однородности частиц по раз-
мерным характеристикам [6]. для получения конъю-
гата коллоидного золота с антителами (кз-ат) были 
использованы частицы диаметром (30±2) нм. 

определение связывания антител с кз проводи-
ли по рекомендациям [8]. оптимальную концентра-
цию мкат для получения конъюгата кз-ат опреде-
ляли на основании полученных фотометрических 
данных, используя длину волны 580 нм (D580). для 
конъюгирования, в соответствии с рекомендациями, 
выбрали концентрацию антител, на 10–15 % превы-
шающую точку выхода D580 на плато. 

при приготовлении конъюгата кз-ат в колло-
идное золото с pH 9,0 вносили раствор иммуногло-
булинов с выбранной концентрацией. смесь кз-ат 
перемешивали на вортексе и инкубировали в течение 
30 мин при комнатной температуре. по окончании 
времени инкубации в смесь добавляли 4 % пэг-40000 
в объеме, необходимом для получения конечной кон-
центрации 0,25 %, и вновь перемешивали содержимое 
на вортексе. смесь инкубировали в течение 15 мин. 

удаление несвязавшихся антител от частиц кз с 
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иммобилизованными на их поверхности антителами 
проводили центрифугированием при 8000 g в тече-
ние 30 мин. по окончании центрифугирования супер-
натант удаляли, осадок ресуспендировали в 0,025 м 
трис-буфере с pH 8,0, содержащем 0,25 % бса и 
10 % сахарозу, в объеме, составляющем одну четвер-
тую часть от первоначального, взятого для отмывки.

готовый конъюгат наносили на мембрану мето-
дом пропитывания, создавая плотность распределе-
ния реагента из расчета 30 мкл на 1 см2 подложки.

для формирования аналитической и контроль-
ной зон иммуноглобулины в выбранной концентра-
ции наносили с помощью диспенсора со скоростью 
движения каретки 30 мм·с–1 плотностью нанесения 
0,1 мкл·мм–1. подложки с нанесенным конъюгатом и 
готовые рабочие мембраны сушили в вакуумном су-
хожаровом шкафу при 40 °с в течение 2 ч. собранные 
и нарезанные по 4,5 мм иммунохроматографические 
тест-системы упаковывали в пластиковые контейне-
ры, которые для хранения помещали в фольгирован-
ные пакеты с силикогелевым осушителем и запаивали 
при помощи микроконвеера.

результаты и обсуждение

на первом этапе разработки иммунохроматогра-
фической тест-системы провели выбор мкат путем 
определения иммунохимической активности антител 
в иФа с антигенами Y. pseudotuberculosis и Y. pestis.

данные, представленные в табл. 1, свидетель-
ствуют о различной иммунохимической активности 
мкат в отношении антигенов псевдотуберкулезного 
микроба. мкат позволили выявить липополисаха-
ридный антиген Y. pseudotuberculosis в концентрации 
от 1,0 до >500 нг·см–3 в зависимости от температур-

ного варианта лпс, микробные клетки – от 10 тыс. 
до 1 млн м.к.·см–3 в зависимости от температурного 
варианта выращивания микробной культуры.

результаты оценки свидетельствуют об отсут-
ствии перекрестного взаимодействия с лпс и ми-
кробной культурой чумного микроба, соответственно, 
в концентрациях 50 мкг·см–3 и 250 млн м.к.·см–3, что 
подтверждает видоспецифичность полученных ги-
бридом. более широким взаимодействием и чувстви-
тельностью в отношении антигенов Y. pseudotubercu-
losis обладают мкат, продуцируемые гибридными 
клеточными линиями YP-105C5A10 и YP-101H2B4. 

далее провели выбор различных комбинаций со-
ответствующих мкат при использовании их в каче-
стве основы для приготовления конъюгатов с колло-
идным золотом и для формирования тестовой зоны, 
обеспечивающих наиболее высокую эффективность 
иммунохроматографического анализа, направленно-
го на выявление Y. рseudotuberculosis. оценка чув-
ствительности иммунохроматографического анализа 
при выявлении Y. рseudotuberculosis штамма 164/84 
серогруппы I с использованием разных комбинаций 
специфических моноклональных антител представ-
лена в табл. 2, из данных которой следует, что мак-
симальную чувствительность (500 тыс м.к.·см–3) им-
мунохроматографического анализа при выявлении 
Y. рseudotuberculosis штамма 164/84 серогруппы I 
показал образец, в котором использовали мкат ги-
бридной клеточной линии YP-105C5A10 в конъюгате 
с коллоидным золотом и мкат гибридной клеточной 
линии YP-101H2B4 в тестовой линии. 

на рисунке представлена фотография анализа с 

Таблица 1

иммунохимическая активность мкат, полученных в ифа, с антигенами Y. pseudotuberculosis и Y. pestis

мкат гибридной 
клеточной линии

минимальная выявляемая концентрация

липополисахарида, выделенного  
из мембраны бактерий Y. pseudotuberculosis 
штамма 164/84 серогруппы I, выращенных 

при температуре (°с), нг·см–3

бактерий Y. pseudotuberculosis 
штамма 164/84 серогруппы I,  
выращенных при температуре 

(°с), м.к.·см–3

липополисахарида,  
выделенного из мембраны 

бактерий Y. pestis штамма ев, 
выращенных при температуре 

27–29 °с, нг·см–3

бактерий Y. pestis, 
штамма ев,  
выращенных  

при температуре 
27–29 °с, м.к.·см–3

4–8 °с 27–29 °с 36–38 °с 4–8 °с 27–29 °с 36–38 °с
YP-105C5A10 1,0 1,0 7,8 1,0·104 2,5·104 1·105 >50000 >250·106

YP-101H2B4 3,9 2,0 500 2,5·104 5·104 5·105 то же то же
YP-107C11A6 62,5 31,3 >500 1·105 2·105 1·106 то же то же
YP-109H9D10 7,8 3,9 >500 0,5·105 1·105 1·106 то же то же

Таблица 2

оценка чувствительности иммунохроматографического анализа 
при выявлении Y. рseudotuberculosis штамма 164/84 серогруппы I  

с использованием разных комбинаций специфических  
моноклональных антител

мкат гибридной клеточной 
линии, используемые для фор-

мирования тестовой зоны

чувствительность иммунохроматогра-
фического анализа при использовании 
конъюгата коллоидного золота с мкат 
гибридной клеточной линии, м.к.·см–3

YP-105C5A10 1,0∙107 4∙106

YP-101H2B4 5∙105 1,0∙107

примечание : во всех случаях n=20.

результаты изучения чувствительности анализа при использова-
нии иммунохроматографической моноклональной тест-системы, 
предназначенной для выявления возбудителя псевдотуберкулеза 
серогруппы I
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использованием иммунохроматографической моно-
клональной тест-системы непосредственно после его 
постановки. данный образец иммунохроматографи-
ческой тест-системы был использован для дальней-
шей оценки чувствительности с другими штаммами 
Y. рseudotuberculosis, а также специфичности с куль-
турами – Yersinia pestis, Yersinia enterocolitica, Esche-
richia coli. результаты оценки чувствительности и 
специфичности анализа с использованием иммуно-
хроматографической моноклональной тест-системы 
для выявления Y. рseudotuberculosis серогруппы I 
представлены в табл. 3.

оценка чувствительности и специфичности 
сконструированной иммунохроматографической мо-
ноклональной тест-системы показала, что она обе-
спечивает выявление штаммов Y. рseudotuberculosis 
серогруппы I в концентрации от 500 тыс. м.к.·см–3 (8 
штаммов из 11 исследованных) до 4 млн м.к.·см–3 и 
не выявляет при исследовании штаммы других се-
рогрупп псевдотуберкулезного микроба, близкород-
ственные иерсинии, и гетерологичные микроорга-
низмы в концентрации 100 млн м.к.·см–3.

время постановки анализа с использованием 
разработанной тест-системы составляло 15 мин.

в результате проведенных исследований раз-
работана высокочувствительная и специфичная 
иммунохроматографическая моноклональная тест-
система, перспективная для выявления возбудителя 
псевдотуберкулеза серогруппы I.

малая продолжительность анализа, отсутствие 
промежуточных стадий, возможность как визу-
ального, так и инструментального учета результа-
тов позволяют рассматривать иммунохроматогра-
фический анализ как один из методов выявления 
Y. рseudotuberculosis при лабораторной диагностике 
псевдотуберкулеза.

разработанная иммунохроматографическая тест-
система может также использоваться в качестве до-
полнительного средства иммунохимического анализа, 
повышающего достоверность идентификации возбу-

дителя псевдотуберкулеза после этапа «холодового 
обогащения» проб.
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Таблица 3

результаты оценки чувствительности и специфичности анализа 
с использованием иммунохроматографической моноклональной 
тест-системы для выявления Y. рseudotuberculosis серогруппы I

вид (серогруппа)  
микроорганизма

количество 
исследован-

ных штаммов, 
шт.

определяемая 
концентрация, 

м.к.·см–3

количество 
выявляемых 

штаммов, шт.

Y. рseudotuberculosis (I) 11 0,5·106–4·106 11
Y. рseudotuberculosis (II) 1 1·108 -
Y. рseudotuberculosis (III) 5 то же -
Y. рseudotuberculosis (IV) 1 « -
Y. рseudotuberculosis (V) 1 « -
Y. рseudotuberculosis (VI) 1 « -
Y. рestis 3 « -
Y. enterocolitica 3 « -
E. coli 1 « -
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до сих пор точные механизмы сохранения возбу-
дителя чумы в природе остаются не выясненными. в 
соответствии с классическим представлением основ-
ным механизмом сохранения Yersinia pestis в при-
родных очагах чумы является горизонтальная транс-
миссия по цепочке грызун–блоха–грызун, с помощью 
которой поддерживается постоянная циркуляция воз-
будителя в очагах [4]. однако эта схема не позволяет 
удовлетворительно объяснить многие особенности 
функционирования очагов, такие как длительные ме-
жэпизоотические периоды с отсутствием выявления 

зараженных животных и выделения культур возбу-
дителя чумы, быстрое и массовое начало эпизоотий 
чумы на обширных территориях очагов. недавно 
сформулирована гипотеза вертикальной трансмиссии, 
предполагающая участие членов почвенных биоце-
нозов очагов чумы – простейших и нематод – в дли-
тельном сохранении и последующем выносе возбу-
дителя чумы из почвенного биотопа в наземный [3, 6, 
7]. эта гипотеза объясняет сохранение возбудителя в 
течение межэпизоотических периодов и одновремен-
ное «взрывное» начало эпизоотий чумы на обширных 
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пространствах природного очага. 
к числу наиболее многочисленных членов по-

чвенных биоценозов относятся простейшие – амебы. 
установлено, что амебы являются природными ре-
зервуарами многих патогенных бактерий – возбуди-
телей легионеллеза, туляремии, холеры, сибирской 
язвы и других опасных и особо опасных инфекций 
[7, 11, 12]. благодаря ассоциации с простейшими эти 
бактерии могут не только длительно сохраняться в 
окружающей среде, но и увеличивать свою числен-
ность за счет питательных ресурсов клеток амеб. 
возможно, что такой же способ сохранения в почвен-
ных биоценозах природных очагов использует и воз-
будитель чумы. этот механизм может обеспечить его 
выживание во время межэпизоотических периодов и 
последующий вынос в наземный биоценоз при на-
ступлении благоприятных климатических условий.

в предыдущих исследованиях нами установле-
но, что наиболее многочисленными представителя-
ми простейших в почвах нор грызунов природных 
очагов чумы прикаспия являются цистообразую-
щие амебы рода Acanthamoeba [1]. обсемененность 
клетками Acanthamoeba sp. почвенного субстрата в 
очагах очень высока и достигает 300000 кл./г. такая 
высокая численность может обеспечить постоянное 
взаимодействие клеток амеб этого рода с возбуди-
телем чумы, а устойчивость цист амеб к неблаго-
приятным условиям – долговременное сохранение 
возбудителя чумы в ассоциации с ними. в настоя-
щее время доказана роль амеб рода Acanthamoeba 
в сохранении патогенных бактерий Burkholderia, 
Coxiella, Legionella, Francisella, Vibrio, Listeria, 
Mycobacterium, Helicobacter и др. [11]. в то же вре-
мя взаимодействие акантамеб с возбудителем чумы 
ранее не исследовалось. в литературе опубликована 
лишь одна работа, свидетельствующая о возможно-
сти сохранения клеток Y. pestis в предцистах амебы 
Hartmannella rhysodes [3]. однако доказательства 
длительного сохранения клеток возбудителя чумы в 
ассоциации с амебами до настоящего момента отсут-
ствуют. 

цель данного исследования – анализ возможно-
сти длительного сохранения штаммов Y. pestis в ас-
социации с амебами Acanthamoeba sp., выделенными 
из почв прикаспийских очагов чумы.

материалы и методы

Почвенные амебы. в работе использованы амебы 
Acanthamoeba sp., выделенные ранее из субстрата дна 
камер нор различных грызунов в прикаспийском пес-
чаном, волго-уральском степном и прикаспийском 
северо-западном степном природных очагах чумы. 
схемы выделения и идентификации почвенных амеб 
описаны нами в предыдущей работе [1].

Изучение длительного сохранения штаммов 
Y. pestis в ассоциации с амебами Acanthamoeba sp. 
в работе использовано 6 штаммов Y. pestis, вклю-
чающих 4 штамма основного подвида и 2 штамма 

неосновных подвидов. к основному подвиду относи-
лись штаммы Y. pestis км-932, а-1792, 231(708) и его 
производный км-130. из двух штаммов неосновных 
подвидов с-534 относится к кавказскому подвиду, а 
и-3000 – к алтайскому. культуры штаммов Y. pestis 
выращивали на агаре или бульоне LB.

в начале эксперимента получали совместные 
культуры амеб с исследуемыми штаммами Y. pestis. 
для этого из суточных агаровых культур Y. pestis го-
товили суспензии клеток в концентрации 1·1012 кл./
мл в 0,9 % растворе NaCl. в 1 мл готовых бактери-
альных суспензий вносили 0,05 мл штоковой взве-
си аксенической культуры амеб Acanthamoeba sp. с 
тем, чтобы конечная концентрация амеб составила 
5·102 кл./мл. затем полученные совместные культуры 
наносили по 0,2 мл на чашки петри с плотной средой 
NGM [9] и растирали по поверхности среды шпате-
лем. совместные культуры Y. pestis и Acanthamoeba 
sp инкубировали при температуре 28 °с в термостате 
в течение нескольких суток до полного «выедания» 
газонов Y. pestis клетками амеб. для каждого штам-
ма готовили по 2 чашки. после накопления биомас-
сы амеб собирали с поверхности агара двух чашек 
шпателем в пробирку с 2 мл 0,9 % раствором NaCl. 
полученные суспензии центрифугировали со скоро-
стью 4000 об./мин в течение 1 мин, после чего на-
досадочную жидкость удаляли, а осадок амеб ресу-
спендировали в 2 мл 0,9 % раствора NaCl. этот этап 
промывки повторяли дважды. промытые суспензии 
амеб наносили по 100 мкл на стерильные бумажные 
фильтры размером 1×4 см и помещали в отдельные 
стерильные стеклянные пробирки без добавления 
питательных веществ и влаги. для каждого штамма 
готовили 18 таких пробирок. кроме того, для каж-
дого штамма готовили 18 контрольных пробирок с 
фильтрами с нанесенной на них чистой культурой 
штамма. чистые культуры штаммов предваритель-
но выращивали на плотной среде NGM при 28 °с в 
течение 2 сут и затем суспендировали в 2 мл 0,9 % 
раствора NaCl до получения концентрации 1·1012 кл./
мл. 100 мкл суспензии чистой культуры наносили на 
полоски фильтров того же размера. таким образом, 
для каждого штамма готовили 18 опытных пробирок 
с полосками фильтров, содержащих отмытые после 
совместного культивирования с Y. pestis амебы, и 18 
контрольных пробирок с чистыми культурами штам-
мов Y. pestis. в общей сложности в одном повторе 
для 6 исследованных штаммов использовали 216 та-
ких пробирок. пробирки содержали в климатической 
камере KBF 720 (Binder, германия) при температуре 
26 °с и относительной влажности воздуха 20 % в 
течение 4 месяцев для моделирования условий за-
сушливых климатических периодов. на протяжении 
всего эксперимента делали высевы из пробирок, на-
чиная со вторых суток. высевы проводили через 2, 4, 
6, 14, 21, 28, 60, 90 и 120 сут. для этого через каждый 
интервал времени в две опытные и две контрольные 
пробирки каждого штамма добавляли по 2 мл LB 
бульона. посевы инкубировали при 28 °с. после по-
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мутнения бульона (или по истечении 10 сут) 100 мкл 
бульона высевали на 1 чашку с LB агаром, которую 
инкубировали при 28 °с. с выросшей бактериальной 
культурой ставили реакцию с чумными бактериофа-
гами покровской и л-413с, а также готовили из нее 
препараты днк. с препаратами днк проводили пцр 
с использованием набора реагентов «тест-система 
для выявления днк Yersinia pestis методом пцр 
(генпест)» (производство роснипчи «микроб») в 
соответствии с инструкцией производителя, за ис-
ключением того, что количество циклов амплифика-
ции увеличивали до 40. амплификацию проводили в 
термоциклере «бис – а111» (бис-н, россия).

по положительным результатам этих двух те-
стов судили о принадлежности выделенной бактери-
альной культуры к виду Y. pestis. в случае получения 
отрицательного результата из этой же пробирки де-
лали повторный высев через 10 сут после добавления 
бульона в образцы. если возбудитель чумы в образце 
не выявлялся, то результат считали отрицательным. 
для повышения достоверности весь эксперимент, на-
чиная с этапа получения совместных культур, повто-
ряли для каждого штамма Y. pestis 2 раза.

Определение локализации возбудителя чумы в 
клетках амеб Acantamoeba sp. для определения вну-
триклеточной локализации клеток возбудителя чумы 
в амебах Acanthamoeba sp. готовили образцы для 
флуоресцентной и электронной микроскопии. для 
анализа использовали совместную агаровую куль-
туру штамма Y. pestis 231(708) и амеб Acanthamoeba 
sp., приготовленную по вышеуказанной методике. 
культуру обеззараживали добавлением мертиоля-
та натрия до конечной концентрации 0,01 с после-
дующим прогреванием в течение 40 мин при тем-
пературе 57 °с. после этого совместную культуру 
промывали 2 раза. из полученного осадка готовили 
мазки, которые окрашивали с помощью коммерче-
ского набора «иммуноглобулины диагностические 
флуоресцирующие чумные адсорбированные лоша-
диные» (производство роснипчи «микроб»), в со-
став которого входит иммуноглобулиновая фракция 
чумной агглютинирующей лошадиной сыворотки, 
меченая флуоресцеин-5-изотиоционатом (Фитц). 
для контрастирования и снижения уровня неспец-
ифического свечения дополнительно использовали 
набор реагентов «альбумин бычий или бараний, ме-
ченый родамином сухой» (производство нии эпиде-
миологии и микробиологии им. н.Ф.гамалеи ран). 
просмотр мазков осуществляли на микроскопе Axio 
Lab. A1 с цифровой камерой Axio Cam ERC 5s (Carl 
Zeiss, германия). для просвечивающей электрон-
ной микроскопии также использовали совместную 
агаровую культуру штамма Y. pestis 231(708) и амеб 
Acanthamoeba sp.

для получения ультратонких срезов исполь-
зовали ультратом LKB III (LKB, Швеция). готовые 
образцы просматривали при помощи просвечи-
вающего электронного микроскопа Libra 120 (Carl 
Zeiss, германия) на базе центра коллективного 

пользования научным оборудованием в области 
физико-химической биологии и нанобиотехнологии 
«симбиоз» учреждения российской академии наук 
института биохимии и физиологии растений и ми-
кроорганизмов ран (саратов). 

результаты и обсуждение

Изучение возможности длительного сохра-
нения штаммов Y. pestis в ассоциации с амебами 
Acanthamoeba sp. эксперимент по изучению дли-
тельного сохранения Y. pestis в акантамебах проводи-
ли в течение 4 месяцев. совместные культуры амеб и 
штаммов Y. pestis содержали в климатической камере 
KBF 720 (Binder, германия) при температуре 26 °с и 
относительной влажности воздуха 20 % в отсутствие 
питательных веществ и влаги, моделируя засушли-
вые климатические периоды природных очагов чумы. 
схожую схему использовали при изучении длитель-
ного сохранения возбудителя туляремии в амебах 
A. castellanii [10]. в результате удалось установить, 
что в ассоциации с амебами Acanthamoeba sp. боль-
шинство штаммов Y. pestis сохранялось значительно 
дольше, чем в чистой культуре. использованные в 
работе штаммы Y. pestis в чистой культуре сохраня-
лись в указанных условиях эксперимента не более 
двух недель (таблица). наибольшую жизнеспособ-
ность показали два штамма неосновных подвидов: 
кавказского (с-534) и алтайского (и-3000), которые 
высевались в течение 2 недель. такое длительное 
сохранение на фильтровальной бумаге клеток этих 
штаммов было неожиданным, поскольку все штам-
мы Y. pestis являются ауксотрофами, не способными 
существовать в отсутствие ряда органических пи-
тательных веществ и влаги. однако для этих двух 
штаммов нами установлено, что они образуют мас-
сивную биопленку на абиотических поверхностях и, 
возможно, это свойство обеспечило их наибольшую 
жизнеспособность в чистой культуре.

Штаммы Y. pestis 231(708), км 932 и а-1792 
основного подвида, которые продуцируют существен-
но меньшее количество поли-N-ацетилглюкозамина – 
основного вещества биопленки, сохранялись в усло-

Длительность выживания штаммов Y. pestis в совместной культуре 
с амебами Acanthamoeba sp. и в чистой культуре

Штамм Y. pestis
длительность выжи-
вания в ассоциации с 

амебами, сут

длительность выжива-
ния в чистой культуре, 

сут

основной подвид

231(708) 120 6

км-130, мутант 
231(708)

6 2

км 932 60 6

а-1792 60 6

неосновные подвиды

с-534, кавказский 
подвид

6 14

и-3000, алтайский 
подвид

14 14
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виях проводимого эксперимента в чистой культуре не 
более недели. самым нежизнеспособным оказался 
штамм км-130 (мутант природного штамма Y. pestis 
231(708)), не образующий биопленку, который не вы-
делялся уже через 2 сут. по-видимому, образование 
биопленки способствует сохранению возбудителя 
чумы в неблагоприятных условиях, защищая клетки 
от высыхания и недостатка питательных веществ.

в тех же условиях большинство исследован-
ных штаммов Y. pestis в ассоциации с амебами 
Acanthamoeba sp. сохранялось значительно дольше, 
чем в чистой культуре (таблица). Штаммы км-932 
и а-1792 основного подвида выжили в ассоциации 
с амебами в течение 2 месяцев, т.е. в 10 раз дольше, 
чем в чистой культуре. Штамм 231(708) основного 
подвида сохранился в культуре с амебами в течение 
наиболее длительного времени и выделился спустя 4 
месяца от начала эксперимента, то есть в 20 раз доль-
ше, чем в чистой культуре. его мутант сохранился 
в совместной культуре с амебами в 3 раза дольше, 
чем в чистой культуре, но существенно меньше (в 20 
раз), чем исходный штамм 231(708). таким образом, 
у природных штаммов Y. pestis основного подвида 
отмечалось повышение длительности выживания в 
ассоциации с акантамебами в среднем в 10–20 раз 
по сравнению с чистой культурой. в то же время два 
штамма неосновных подвидов – с-534 и и-3000 – не 
показали увеличения длительности выживания в ас-
социации с амебами, несмотря на их высокие пока-
затели сохранения в чистой культуре в условиях экс-
перимента. Штамм и-3000 сохранился в ассоциации 
с амебами в течение того же срока, что и в чистой 
культуре – 14 сут, а штамм с-534 – 6 сут. причиной 
этого может быть выявленная нами ранее понижен-
ная резистентность штаммов неосновных подвидов к 
фагоцитозу амебами Acanthamoeba sp. по сравнению 
с более устойчивыми штаммами основного подвида, 
что подробно отражено в диссертации е.и.кошель 
«образование биопленки штаммами Yersinia pestis 
разных подвидов и их взаимодействие с членами по-
чвенных биоценозов очагов чумы». это, в свою оче-
редь, может быть связано с более низким уровнем 
экспрессии одного из основных факторов патогенно-

сти возбудителя чумы – системы секреции III-го типа 
у штаммов неосновных подвидов [8].

Внутриклеточная локализация клеток Y. pestis 
в амебах Acanthamoeba sp. по данным литературы, 
возбудители опасных инфекций могут сохраняться 
в амебах в пространстве между стенками цист амеб, 
свободно располагаться в цитоплазме, а также за-
нимать органоиды клетки и вакуоли [11, 12]. в на-
шем исследовании с помощью флуоресцентной и 
просвечивающей электронной микроскопии удалось 
выяснить, что клетки Y. pestis сохраняются в цито-
плазме амеб в индивидуальных вакуолях. при об-
работке иммуноглобулинами, конъюгированными с 
Фитц, и альбумином, меченым родамином, клетки 
возбудителя чумы внутри амеб при уФ-облучении 
визуализировались по характерному желто-зеленому 
специфическому свечению, в то время как стенки 
клеток амеб давали оранжевое флуоресцентное све-
чение (рис. 1). на первой стадии после фагоцитоза 
трофозоиты амеб оказывались полностью запол-
ненными клетками возбудителя чумы. на рис. 1 ви-
ден крупный трофозоит, заполненный светящимися 
клетками Y. pestis. к моменту инцистирования часть 
клеток переваривалась амебой, а часть оставалась 
жизнеспособной. с течением времени количество 
жизнеспособных клеток становилось меньше, одна-
ко их число оказалось достаточным, чтобы спустя 4 
месяца из амеб высевались культуры Y. pestis. с по-
мощью электронной микроскопии показано, что не-
измененные клетки Y. pestis находятся внутри клеток 
амеб, располагаясь при этом в отдельных вакуолях 
(рис. 2). также как и легионеллы, клетки возбудите-
ля чумы оказываются в этих вакуолях окруженными 
эндоплазматическим ретикулумом. вероятно, в этих 
условиях клетки могут выживать длительное время, 
будучи надежно защищенными внутри цист амеб. 
можно предположить, что при попадании в благо-
приятную для возбудителя чумы среду его клетки 
начинают активно делиться и разрушают хозяйскую 
клетку подобно другим бактериям. 

таким образом, в результате проведенных ис-
следований выявлены важные особенности взаимо-
действия возбудителя чумы с почвенными амебами. 

рис. 1. иммунофлуоресцентный анализ 
амеб Acanthamoeba sp. после их выращи-
вания на штамме Y. pestis 231(708), ми-
кроскоп Axio Lab. A1 с цифровой камерой 
Axio Cam ERC 5s (Carl Zeiss, германия). 
увеличение ×1000. специфическое 
желто-зеленое свечение указывает на 
внутриклеточную локализацию клеток 
возбудителя чумы в трофозоитах и ци-
стах амеб
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впервые показано, что клетки Y. pestis способны 
выживать в течение длительного времени в отсут-
ствие питательных веществ и влаги в ассоциации с 
Acanthamoeba sp. установлено, что совместно с акан-
тамебами штаммы основного подвида, в отличие от 
штаммов неосновных подвидов, выживают в среднем 
в 10–20 раз дольше (до 4 месяцев проведения опыта), 
чем в чистой культуре. это может быть связано с их 
большей устойчивостью к фагоцитозу акантамебами 
по сравнению со штаммами неосновных подвидов. 
также показано, что клетки Y. pestis локализуются в 
амебах в индивидуальных вакуолях, окруженных эн-
доплазматическим ретикулумом. можно высказать 
предположение, что почвенные амебы могут быть не 
только резервуаром возбудителя чумы, но и перенос-
чиком инфекции из почвенного экотопа в теплокров-
ных животных, в первую очередь, в мелких роющих 
грызунов.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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Штаммы Yersinia pestis основного подвида 
средневекового биовара широко распространены в 
природных очагах чумы в российской Федерации и 
в большинстве стран снг, в том числе они цирку-
лируют в 7 из 11 очагов россии [4]. эти штаммы 
отличаются высокой вирулентностью и имеют вы-
сокую эпидемическую значимость. считается, что 
штаммы средневекового биовара явились этиоло-
гическим агентом второй пандемии чумы под на-
званием «черная смерть», унесшей в средние века 
более трети населения европы [2, 7]. эпидемии 
и вспышки чумы, регистрировавшиеся в россии 
вплоть до начала XX века, возможно, были вызваны 
штаммами средневекового биовара, и впоследствии 
отдельные случаи чумы на этой территории были 
также вызваны преимущественно штаммами сред-
невекового биовара. 

считается, что штаммы средневекового биова-
ра возникли незадолго до начала второй пандемии 
чумы, и что эта пандемия чумы началась в регионе 
прикаспия [7]. однако в последнее время это мнение 
оспаривается китайскими исследователями, которые 
считают, что штаммы средневекового биовара появи-
лись на территории китая, откуда были занесены в 
европу [10, 12].

для штаммов Y. pestis средневекового биовара 
характерно значительное единообразие их свойств. 
они не редуцируют нитраты, не ферментируют рам-
нозу, но ферментируют глицерин и арабинозу. в свя-
зи с «эволюционной молодостью» и генетической 
однородностью штаммы средневекового биовара с 
трудом поддаются внутрибиоварной дифференциа-
ции с помощью традиционных методов молекуляр-
ного типирования – анализа полиморфизма длин 
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филогенетичеСкий анализ штаММов Yersinia pestis Средневекового Биовара 
из природных очагов чуМы роССийСкой федерации и Сопредельных Стран

ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт «Микроб», Саратов, Российская Федерация

цель исследования – филогенетический анализ штаммов Yersinia pestis средневекового биовара из очагов 
чумы в россии и сопредельных странах с помощью SNP-анализа полногеномных последовательностей этих 
штаммов. материалы и методы. проведено секвенирование геномов 14 штаммов Y. pestis средневекового био-
вара из 13 природных очагов чумы россии и стран ближнего зарубежья и их сравнение с 9 штаммами этого био-
вара из базы данных NCBI GenBank. с помощью программ Wombac 2.0 и Bionumerics 7.1 выявлено наличие 1875 
коровых SNPs, на основе которых построена дендрограмма филогенетических связей средневековых штаммов. 
результаты и выводы. по данным полногеномного SNP-анализа установлено, что штаммы Y. pestis средневеко-
вого биовара из очагов чумы в россии и стран ближнего зарубежья относятся к филогенетической линии 2.MED1 
и делятся на две основные эволюционные ветви, первая из которых включает штаммы из регионов кавказа и 
прикаспия, а вторая – из средней азии и китая. полученные данные могут быть использованы для разработки 
молекулярно-генетических способов дифференциации штаммов Y. pestis средневекового биовара.
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Objective of the study is to conduct phylogenetic investigation of Yersinia pestis strains (medieval biovar) from plague foci of 
Russia and bordering countries, using SNP-analysis of the genome-wide sequences of these strains. Materials and methods. Carried 
out has been sequencing of 14 Y. pestis strains, medieval biovar, from 13 natural plague foci of Russia and neighboring states, as well 
as their comparison to 9 strains of the same biovar, contained in the NCBI GenBank database. Using software products – Wombac 
2.0 and Bionumerics 7.1, revealed is the presence of 1875 core SNPs, on the basis of which a dendrogram of phylogenetic relations 
between medieval strains is constructed. Results and conclusions. In consequence of genome-wide SNP-analysis, it is established 
that Y. pestis strains, medieval biovar, from plague foci of Russia and bordering states are assigned to 2.MED1 phylogenetic line and 
fall under two major evolutionary branches, the first one of which includes strains from the Caucasus and Caspian-Sea regions, and 
the second one – from Central Asia and China. The data obtained can be used for the development of molecular-genetic methods for 
differentiation of Y. pestis strains, medieval biovar. 
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рестрикционных фрагментов (IS-типирование, рибо-
типирование), пцр-типирования, мультилокусного 
сиквенс-типирования [1, 3, 5, 9, 11]. наибольшую 
разрешающую способность в отношении штам-
мов средневекового биовара имеет метод анализа 
вариабельного числа тандемных повторов, однако 
этот метод применялся для исследования ограни-
ченного числа штаммов Y. pestis из природных оча-
гов российской Федерации и сопредельных стран 
[8]. по данным SNP-анализа полногеномных после-
довательностей, штаммы средневекового биовара 
зарубежного происхождения делятся на три фило-
генетические линии 2.MED1 (штаммы из ирана и 
китая), 2.MED2 и 2.MED3 (штаммы из китая) [10, 
13], отечественными исследователями, по данным 
полногеномного секвенирования, установлено, что 
наиболее древние средневековые штаммы линии 
2.MED0 циркулируют в центрально-кавказском вы-
сокогорном очаге чумы в россии, что подтверждает 
гипотезу возникновения средневекового биовара в 
регионе кавказа – прикаспия [6]. в то же время фи-
логенетическая принадлежность штаммов средне-
векового биовара из очагов россии и сопредельных 
стран остается малоисследованной. 

целью этой работы был филогенетический ана-
лиз штаммов Y. pestis средневекового биовара из оча-
гов чумы в россии и сопредельных стран с помощью 
SNP-анализа полногеномных последовательностей 
этих штаммов.

материалы и методы

в работе использовано 14 штаммов Y. pestis сред-
невекового биовара из 13 природных очагов россии и 
других стран снг (таблица). все штаммы получены 
из государственной коллекции патогенных бактерий 
при роснипчи «микроб». выделение днк штам-
мов проводили с помощью набора AxyPrep производ-
ства AXYGEN Biosciences. для секвенирования ге-
номов штаммов использовали систему Ion PGM (Life 
Technologies, сШа). для обработки данных секвени-
рования применяли пакет программ Ion Torrent Suite 
software версии 3.4.2. и Newbler gsAssembler версии 
2.6. полногеномный SNP-анализ штаммов Y. pestis 
проводили с помощью программ Wombac версии 2.0 
и Bionumerics версии 7.1.

результаты и обсуждение

Филогенетический анализ штаммов Y. pestis 
средневекового биовара выполняли на основе анали-
за данных полногеномного секвенирования 14 штам-
мов из 13 природных очагов российской Федерации 
и других стран снг, в том числе из всех 7 очагов 
россии, в которых циркулируют штаммы средневе-
кового биовара (таблица).

для построения дендрограммы, отражающей 
филогенетические связи средневековых штаммов, 
использовали также зарубежные штаммы средневе-

Штаммы Y. pestis средневекового биовара, использованные в работе

Штамм Y. pestis место и год выделения принадлежность к филогенетической линии

с-627 центрально-кавказский высокогорный, 1986 2.MED0

м-978 прикаспийский северо-западный степной, 1990  2.MED1, кавказско-прикаспийская ветвь

м-1484 волго-уральский степной. 1992 «

м-1773 волго-уральский песчаный, 2002 «

м-1864 прикаспийский песчаный.  2009 «

1906 прикаспийский песчаный, 2014 «

173 мангышлакский пустынный, 1978 «

с-791 дагестанский равнинно-предгорный, 2003 «

1116-д терско-сунженский низкогорный, 1970 «

км918 центрально-кавказский высокогорный, 1986 «

а-1809 таласский высокогорный, 1980 2.MED1, среднеазиатско-китайская ветвь

а-1920 прибалхашский пустынный, 1988 «

244 северо-приаральский пустынный. 1967 «

а-1825 кызылкумский пустынный, 1983 «

NCBI GenBank

кIM10 иран/курдистан, 1968 2.MED1, кавказско-прикаспийская ветвь

2506 китай, 2005 2.MED1, среднеазиатско-китайская ветвь

2654 китай, 2006 «

2501 китай, 2005 «

2504 китай, 2005 «

K197302 китай, 1983 2.MED2

91 китай, 1988  «

смсс125002 китай, 1964 2.MED3

J1978002 китай, 1978 «



МИКРОБИОЛОГИЯ

772016, issue 2

кового биовара, полногеномные последовательности 
которых представлены в базе данных NCBI GenBank. 
в анализ для сравнения включены штаммы Y. pestis 
к1197302 и 91 филогенетической линии 2.MED2 
из китая, штаммы смсс125002 и J1978002 линии 
2.MED3 из китая, а также штамм KIM10 линии 
2.MED1 из ирана и штаммы 2506, 2654, 2501, 2504 
этой же линии из китая (таблица, рисунок).

с помощью программы Wombac 2.0 у всех 23 взя-
тых в анализ штаммов было выявлено 1875 коровых 
(общих для всех штаммов) вариабельных единичных 
нуклеотидов (SNPs). построение дендрограммы на 
основе этих SNPs выявило четкую кластеризацию 
штаммов средневекового биовара по их принадлеж-
ности к филогенетическим линиям и географическим 
регионам происхождения (рисунок). отдельную и 
наиболее раннюю эволюционную ветвь средневе-
кового биовара представил штамм Y. pestis C-627 из 
центрально-кавказского высокогорного очага чумы, 
который был ранее выделен в отдельную филогене-
тическую линию 2.MED0 [6]. два отдельных класте-
ра составили штаммы линий 2.MED2 и 2.MED3 из 
китая. все исследованные штаммы из очагов россии 
и других стран снг вошли в отдельный большой 
кластер филогенетической линии 2.MED1, в кото-
рый также вошел штамм этой линии Y. pestis KIM10 
из ирана и штаммы 2506, 2654, 2501, 2504 этой же 
линии из китая.

как следует из дендрограммы, все штаммы, 
принадлежащие к линии 2.MED1, разделились на 
две крупные ветви. одну из них мы обозначили как 
кавказско-прикаспийская ветвь по региону проис-
хождения входящих в нее штаммов. эта ветвь пред-
ставлена двумя отдельными кластерами. один из 
них включает штаммы Y. pestis 1116-д из терско-
сунженского низкогорного очага и 918 из центрально-
кавказского высокогорного очага чумы. в этот же 
кластер вошел штамм KIM10 из ирана. второй кла-
стер кавказско-прикаспийской ветви составили 6 
штаммов из пяти очагов прикаспия: прикаспийского 
северо-западного, волго-уральского степного, 
волго-уральского песчаного, прикаспийского песча-
ного очагов. и, наконец, третий кластер кавказско-
прикаспийской ветви составил один штамм Y. pestis 
173 из мангышлакского пустынного очага.

вторая ветвь микроэволюции средневеко-
вых штаммов линии 2.MED1 обозначена нами как 
среднеазиатско-китайская ветвь. один из ее кла-
стеров составили штаммы Y. pestis 244 и а-1825 из 
северо-приаральского пустынного и кызылкумского 
пустынного очагов. отдельный кластер представлен 
штаммами Y. pestis а-1809 и а-1920 из таласского 
высокогорного и прибалхашского пустынного оча-
гов. также отдельный кластер составили штаммы 
2506, 2654, 2501, 2504 линии 2.MED1 из китая.

таким образом, впервые установлено, что штам-
мы средневекового биовара из очагов россии, а также 
из шести других очагов стран снг относятся к фило-
генетической линии 2.MED1. ранее было показано, 

что на территории центрально-кавказского высоко-
горного очага, наряду со штаммами линии 2.MED1, 
циркулируют штаммы древней линии 2.MED0 [6].

установлено разделение штаммов Y. pestis сред-
невекового биовара по региону происхождения с вы-
делением кластеров штаммов из районов кавказа, 
прикаспия, средней азии и китая. такая популя-
ционная структура средневекового биовара является 
результатом адаптации штаммов к природным био-
ценозам различных ландшафтно-географических 
зон, которая сопровождалась специфическими из-
менениями генома отдельных популяций этого био-
вара. полученные данные по внутрибиоварному раз-
нообразию средневековых штаммов представляют не 
только теоретический интерес, но и создают основу 
для разработки методов молекулярной идентифика-
ции этих штаммов в целях практического использо-
вания в системе молекулярно-эпидемиологического 
мониторинга возбудителя чумы.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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антибиотики являются ведущим средством 
этиотропной терапии бруцеллеза. их использование 
показано во всех случаях острого, рецидивах и обо-
стрениях хронического заболевания [1, 2, 3, 6, 7, 8]. 
при этом анализ литературы [4, 5, 9, 10, 11] выяв-
ляет значительные противоречия данных об эффек-
тивности различных антибактериальных препаратов 
при лечении бруцеллеза, связанные с методическими 
особенностями проведения испытаний.

оценка антимикробной активности антибиоти-
ков в отношении конкретного возбудителя традици-
онно складывается из нескольких этапов. первичный 
скрининг препаратов осуществляется обычно с ис-
пользованием метода диффузии в агар («метода дис-
ков»). в дальнейшем объективность полученных 

данных подтверждается при количественном опреде-
лении величин минимальных подавляющих концен-
траций препаратов. в то же время результаты опре-
деления чувствительности бактериальных культур к 
антибиотикам in vitro зачастую не согласуются с их 
терапевтической эффективностью in vivo. исходя из 
этого, достоверная оценка антибиотиков возможна 
только в опытах по экстренной профилактике и лече-
нию экспериментальной инфекции. 

следует отметить, что экспериментальный бру-
целлез лабораторных животных, так же как и забо-
левание человека в естественных условиях, характе-
ризуется длительным затяжным течением. в связи 
с этим при оценке терапевтической эффективности 
антибиотиков in vivo исследования характеризуются 
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достаточно большой продолжительностью во време-
ни. также значительно возрастает риск проявления в 
опытах различного рода неучитываемых (случайных) 
внешних воздействий, которые могут значительно 
повлиять и даже исказить получаемые результаты. 

указанные обстоятельства определяют необхо-
димость разработки для предварительной оценки эф-
фективности антибактериальных препаратов in vivo 
методов, которые в более короткие сроки позволяют 
получать исходные данные для последующего оконча-
тельного изучения лекарственных средств при прове-
дении полноценных курсов профилактики и терапии. 

материалы и методы

в опыте использовали следующие антибактери-
альные и химиопрепараты в пределах установленных 
сроков годности: доксициклин-акос (россия, курган, 
оао «синтез»); рифампицин (республика беларусь, 
минск, руп «белмедпрепараты»); сумамед (азитро-
мицин) (хорватия, загреб, «плива»); абактал (пеф-
локсацин) (словения, любляна, «лек»); цепрова (ци-
профлоксацин) (индия, мумбай, «лЮпин лтд»); 
ломефлокс (ломефлоксацин) (индия, мумбай, 
«ипка лабораториз лимитед»); спарфло (спарфлок-
сацин) (индия, хайдерабад, «д-р реддис»); элеф-
локс (левофлоксацин) (индия, девас, «ранбакси 
лабораториз лимитед»); офлоксин (офлоксацин) 
(чешская республика, прага, «зентива а.с.»); би-
септол (польша, пабянице, «польфа»); амоксиклав 
(амоксициллин + клавулановая кислота) (словения, 
любляна, «лек»); амикацин-виал (россия, москва, 
ооо «алвис»); оксациллин (россия, курган, оао 
«синтез»). антибиотики вводили парентерально и 
перорально согласно прилагаемым инструкциям в 
дозах, пересчитанных исходя из площади поверхно-
сти тела подопытных животных. 

для выделения и накопления культур бру-
целл в пробирках и на чашках петри использовали 
модифицированную коммерческую сухую среду 
эритрит-агар производства Фгуп нпо «микроген» 
минздрава россии. общую концентрацию микроб-
ных клеток в суспензиях определяли с помощью 
стандартного образца мутности осо 42-28-85п.

для воспроизведения инфекционного процесса 
in vivo была взята культура высоковирулентного при-
родного изолята Brucella melitensis 21, относящегося 
к 1 биовару своего вида. в качестве биологических 
моделей при отработке ускоренной методики были 
использованы аутбредные белые мыши массой от 
18 до 22 г обоего пола. с целью получения у мышей 
острой генерализованной формы инфекционного 
процесса их заражали внутривенно (в ретробульбар-
ное венозное сплетение) суспензией двухсуточной 
агаровой культуры бруцелл. накопление микробов 
в печени и селезенке оценивали путем высева се-
рийных разведений гомогената органов (печени и 
селезенки) на плотную питательную среду в чашках 
петри, инкубации с последующим подсчетом числа 

выросших колоний. 
для оценки эффективности антибиотиков при 

полных курсах лечения в качестве биологической 
модели использованы морские свинки обоего пола 
массой от 250 до 300 г, которых заражали подкожно 
суспензией двухсуточной агаровой культуры бру-
целл. лечение начинали на 20-е сутки с момента 
заражения и продолжали в течение 15 сут. через 30 
дней после окончания курсов введения препаратов 
от животных получали сыворотку для постановки 
реакции агглютинации и проводили бактериологи-
ческое обследование, по результатам которых делали 
заключение об излечении животных. реакцию агглю-
тинации ставили общепринятым способом с исполь-
зованием диагностикума бруцеллезного жидкого для 
реакции агглютинации, суспензии для диагностиче-
ских целей (Фкуз «ставнипчи»).

статистическую обработку данных проводили 
по критерию стьюдента, доверительный интервал 
определяли для вероятности 95 %.

результаты и обсуждение

на первом этапе исследований была изучена 
возможность воспроизведения на лабораторных жи-
вотных острой генерализованной формы инфекци-
онного процесса при внутривенном заражении суб-
летальными дозами возбудителя бруцеллеза. в этих 
условиях происходит быстрая и интенсивная диссе-
минация микробов, которые минуют естественные 
защитные барьеры и практически полностью попада-
ют в органы, захватываясь тканевыми макрофагами. 
кроме того, изучение активности химиопрепаратов в 
условиях быстро развивающейся остросептической 
формы экспериментального бруцеллеза без форми-
рования сенсибилизации организма позволяет осу-
ществить количественную оценку непосредственно 
антимикробного действия антибиотиков без влияния 
на их активность других патогенетических механиз-
мов заболевания. 

сравнительное изучение динамики накопления 
микробов штамма B. melitensis 21 во внутренних ор-
ганах белых мышей, инфицированных внутривенно 
суспензией агаровой культуры бруцелл в диапазоне 
доз от 1 до 500 млн микробов по оптической кон-
центрации, позволило остановиться в дальнейшем 
на дозе в 100 млн м.к., дающей возможность полу-
чать наиболее быстрый и воспроизводимый резуль-
тат. в отсутствие воздействия внешних факторов, 
численный уровень микробной популяции в печени 
и селезенке инфицированных мышей в этом случае 
сохранялся на достаточно стабильных значениях (в 
среднем (5,6±1,2) млн живых микробов в 1 г гомоге-
ната органов) на протяжении 20 сут. 

в табл. 1 приведены результаты опытов, в ходе 
которых белым мышам непосредственно после вну-
тривенного инфицирования культурой бруцелл в 
дозе 100 млн м.к. вводили антибактериальные пре-
параты. использовали антибиотики разных групп 
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с известной активностью в отношении возбудителя 
бруцеллеза: высокоэффективные пефлоксацин и док-
сициклин, малоэффективный азитромицин, неэффек-
тивный оксациллин. препараты животным опытных 
групп вводили от 1 до 3 дней. суточные дозы пре-
паратов для мышей составляли: 0,5 мг доксицикли-
на, 3 мг пефлоксацина, 1,25 мг азитромицина, 10 мг 
оксациллина. доксициклин и азитромицин вводили 1 
раз в сутки, пефлоксацин и оксациллин 2 раза в сутки 
с интервалом в 12 ч. в процессе исследования осу-
ществляли контроль динамики накопления микробов 
в органах животных. 

анализ данных, представленных в табл. 1, ука-
зывает на то, что введение антибиотиков оказывает 
существенное воздействие на накопление бруцелл во 
внутренних органах внутривенно инфицированных 
мышей. при этом влияние изученных антибиотиков 
на величину указанного показателя весьма отлича-
ется. наиболее отчетливые различия в антимикроб-
ной активности препаратов удалось получить при их 
3-кратном введении и контроле показателя накопле-
ния микробов в органах на 4-е сутки. 

на следующем этапе исследований в соответ-
ствии с описанной методикой была изучена эффек-
тивность ряда антибактериальных препаратов из 
числа отобранных по результатам предварительной 
положительной оценки их в условиях in vitro. в ходе 
опыта препараты животным вводили в течение 3 
дней. ломефлоксацин, спарфлоксацин, левофлокса-
цин и доксициклин вводили в суточной дозе 1 раз в 
сут, ципрофлоксацин, пефлоксацин, офлоксацин, ри-

фампицин, бисептол, амикацин, амоксиклав – 2 раза 
в сутки с интервалом в 12 ч. полученные данные 
представлены в табл. 2. 

для возможности сравнительной характеристи-
ки активности изученных антибактериальных препа-
ратов был предложен индекс антимикробной актив-
ности, который рассчитывали по формуле:

иаа = вк : во,

где иаа – индекс антимикробной активности; 
вк – содержание микробных клеток в гомогенате 
органов в контрольной группе к окончанию срока 

Таблица 1

Динамика изменения содержания бруцелл в печени и селезенке внутривенно инфицированных мышей  
в зависимости от кратности введения антибактериальных препаратов (х±I95, n=5)

антибиотик срок наблюдения
содержание бруцелл в гомогенате органов при введении доз препарата, млн живых микробов

0 (контроль) 1 2 3

доксициклин 30 мин 12,9±2,8 12,9±2,8 12,9±2,8 12,9±2,8
1 сут 6,6±1,2 4,6±1,5 - -
2 сут 5,0±1,1 1,3±0,4 0,3±0,1 -
3 сут 6,7±1,3 1,3±0,1 1,2±0,2 0,9±0,3
4 сут 8,4±2,8 1,2±0,2 0,9±0,2 0,7±0,2

пефлоксацин 30 мин 13,2±3,1 13,2±3,1 13,2±3,1 13,2±3,1
1 сут 10,8±2,0 7,9±2,0 - -
2 сут 10,2±2,3 5,1±1,2 2,6±1,0 -
3 сут 8,7±1,9 4,2±1,2 1,3±0,3 0,4±0,1
4 сут 5,6±1,4 2,9±1,0 2,4±0,8 0,5±0,2

азитромицин 30 мин 12,9±2,8 12,9±2,8 12,9±2,8 12,9±2,8
1 сут 6,6±1,2 6,5±1,9 - -
2 сут 5,0±1,1 5,9±1,8 8,7±2,0 -
3 сут 6,7±1,3 4,7±1,5 6,9±1,7 5,0±1,5
4 сут 8,4±2,8 5,2±1,6 6,0±1,5 5,6±1,7

оксациллин 30 мин 12,9±2,8 12,9±2,8 12,9±2,8 12,9±2,8
1 сут 6,6±1,2 5,8±1,7 - -
2 сут 5,0±1,1 7,6±2,1 5,1±1,2 -
3 сут 6,7±1,3 4,9±1,0 6,0±1,6 5,9±1,5
4 сут 8,4±2,8 7,8±1,9 6,9±1,8 7,9±2,0

примечание: «-» – исследование не проводили.

Таблица 2

содержание бруцелл в печени и селезенке внутривенно  
инфицированных мышей после введения различных  

антибактериальных препаратов (х±I95, n=10)

антибиотик суточная доза  
препарата, мг

содержание бруцелл в 1 г  
гомогената органов,  

млн живых микробов

ломефлоксацин 1,0 1,9±0,2
ципрофлоксацин 2,5 1,2±0,5
спарфлоксацин 0,5 0,2±0,1
левофлоксацин 1,25 3,1±0,3
пефлоксацин 3,0 0,6±0,2
офлоксацин 2,0 1,5±0,4
рифампицин 2,25 0,1±0,1
доксициклин 0,5 0,2±0,2
бисептол 4,8 0,9±0,2
амикацин 2,5 0,9±0,3
амоксиклав 2,5 4,8±0,7
контроль 0 9,6±1,9
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наблюдения; во – содержание микробных клеток в 
гомогенате органов в опытной группе к окончанию 
срока наблюдения. 

наибольшие величины данного показателя от-
мечены для рифампицина, спарфлоксацина и док-
сициклина (48,00–96,00) и несколько меньше для 
пефлоксацина (16,00), средние – для бисептола, ци-
профлоксацина, офлоксацина и амикацина (от 6,40 
до 10,67), минимальные – для ломефлоксацина, ле-
вофлоксацина и амоксиклава (от 1,06 до 5,05).

на следующем этапе исследований была про-
ведена оценка эффективности изученных антибио-
тиков при проведении полноценных курсов лечения 
экспериментального бруцеллеза. в качестве био-
логической модели использовали морских свинок, 
которых заражали подкожно суспензией двухсуточ-
ной агаровой культуры штамма Br. melitensis 21 в 
дозе 200 м.к. лечение начинали через 20 сут после 
инфицирования. лечебную эффективность антибак-
териальных препаратов оценивали по проценту из-
леченных животных, выявляемых при бактериологи-
ческом и серологическом обследовании через 30 сут 
после окончания курсов введения препаратов. 

в табл. 3 представлены обобщенные данные по 
результатам оценки антимикробной активности ан-
тибактериальных препаратов в соответствии с пред-
лагаемой методикой и их терапевтической эффектив-
ности при проведении полных курсов лечения экс-
периментального бруцеллеза.

величина коэффициента корреляции (0,73) ре-
зультатов оценки активности препаратов, получен-
ных при использовании методики оценки измене-
ния содержания микробов во внутренних органах 
на фоне введения антибиотиков и при проведении 
полных курсов терапии, свидетельствует о высоком 
уровне корреляционной зависимости. 

на основании проведенных исследований мож-
но предложить границы предварительного ранжиро-
вания антибиотиков по результатам оценки в соот-
ветствии с предложенной методикой: малоэффектив-

ные (иаа от 1 до 6), среднеэффективные (иаа от 6 
до 12), эффективные (иаа от 12 и более).

таким образом, результаты проведенных иссле-
дований определяют целесообразность использова-
ния предлагаемой методики для предварительной 
сравнительной оценки антимикробной активности 
антибиотиков химиопрепаратов в отношении куль-
тур возбудителя бруцеллеза.
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Таблица 3

результаты оценки антимикробной эффективности  
антибактериальных препаратов по предлагаемой методике  

и при проведении полных курсов лечения (n=10–12)

антибиотик
индекс антимикроб-

ной активности  
в опытах на мышах

эффективность при лечении 
экспериментальной инфекции 

морских свинок, процент

ломефлоксацин 5,05 25,0
ципрофлоксацин 8,00 50,0
спарфлоксацин 48,00 83,3
левофлоксацин 3,09 22,2
пефлоксацин 16,00 75,0
офлоксацин 6,40 50,0
рифампицин 96,00 100,0
доксициклин 48,00 85,0
бисептол 10,67 60,0
амикацин 10,67 66,7
амоксиклав 2,00 17,0
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природные очаги чумы зарегистрированы на 
всех континентах, кроме австралии и антарктиды. 
на территории стран содружества независимых 
государств расположено 45 природных очагов чумы, 
в том числе 11 – в российской Федерации. по дан-
ным воз, в мире в среднем ежегодно регистрируют 
около 2000 случаев чумы у людей, часть из кото-
рых имеет летальный исход. с 1999 г. по настоящее 
время в странах ближнего зарубежья (казахстан, 
киргизия) неоднократно фиксировали заболевания 
людей чумой. в российской Федерации в 1979 г. 
заражение человека чумой было зафиксировано в 

республике калмыкия на фоне резкой активизации 
прикаспийского песчаного природного очага чумы, а 
в сентябре 2014 г. – на территории горно-алтайского 
высокогорного природного очага [2]. 

для предупреждения возникновения чумы, а 
также завоза и распространения из стран ближне-
го и дальнего зарубежья в российской Федерации 
и странах таможенного союза внедрены и успешно 
реализуются международные медико-санитарные 
правила (ммсп, 2005 г.), являющиеся стандартизи-
рующим инструментом глобальной и национальной 
готовности к предупреждению и ответным мерам на 
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цель исследования. детекция основных генов вирулентности хромосомной и плазмидной локализации 
штаммов возбудителя чумы – кандидатов в учебные. материалы и методы. в работе использовано 18 штам-
мов Yersinia pestis. исследования проводили с помощью набора реагентов для идентификации штаммов Y. pes-
tis методом полимеразной цепной реакции (пцр) с гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов 
в режиме реального времени («ген Yersinia pestis идентификация – ргФ»). результаты и обсуждение. в ходе 
исследования штаммы возбудителя чумы, подобранные в качестве кандидатов в учебные, были охарактеризо-
ваны по составу основных генов вирулентности хромосомной и плазмидной локализации. работу проводили 
с помощью набора реагентов для идентификации штаммов Y. pestis методом полимеразной цепной реакции с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результатов в режиме реального времени. на основании оценки 
молекулярно-генетических свойств штаммов возбудителя чумы были выделены генетические варианты, в гено-
ме которых зафиксировали отсутствие одной или нескольких основных детерминант вирулентности, наиболее 
перспективные для использования с целью снижения биологических рисков обучающих технологий на практиче-
ских занятиях при освоении учебного модуля «микробиология и лабораторный диагноз чумы».
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Training of specialists in advanced methods of plague laboratory diagnostics and in the safety of works with its agent is associ-
ated with the necessity to select strains for educational purposes, allowing for the reduction of risk of laboratory infection at tutorials. 
Deployment of avirulent strains or those with attenuated virulence is the guiding principle in the case. Objective of the study is to 
detect basic virulence genes of chromosomal and plasmid localization in plague agent strains – candidates to be used for educational 
purposes. Materials and methods. Utilized have been 18 strains of Yersinia pestis. Investigations have been carried out with the 
help of reagent panel for identification of Y. pestis strains using real-time polymerase chain reaction (RT-PCR) with hybridization-
fluorescent registration of results (“Gene Yersinia pestis Identification – HFR”). Results and discussion. In the course of the study, 
the strains, selected as the prospective ones, have been characterized by composition of the key virulence genes of chromosomal and 
plasmid localization. The operation has been performed by means of the reagent panel for identification of Y. pestis strains using RT-
PCR with hybridization-fluorescent registration of results. Consequently to the assessment of molecular-genetic properties of plague 
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чрезвычайные ситуации в области общественного 
здравоохранения. разработанная методология вне-
дрения ммсп на национальном уровне базируется 
на преобразовании на инновационной основе орга-
низационного, методологического, технологическо-
го, материально-технического, кадрового, производ-
ственного (мибп), нормативно-методического обе-
спечения системы предупреждения, надзора и кон-
троля чрезвычайных ситуаций в области санитарно-
эпидемиологического благополучия населения, 
имеющих национальное и международное значение. 
при этом одним из актуальных мероприятий являет-
ся обучение специалистов современным методам ла-
бораторной диагностики чумы и безопасной работы 
с возбудителем болезни. вместе с тем национальная 
концепция обеспечения биологической безопасности 
определяет необходимость максимального сокраще-
ния использования в технологических процессах па-
тогенных микроорганизмов [1, 6]. в сфере снижения 
биологических рисков обучающих технологий это 
означает необходимость подбора штаммов возбуди-
теля чумы в качестве учебных и применения их при 
реализации программ дополнительного профессио-
нального образования.

слушатели курсов при освоении учебного моду-
ля «микробиология и лабораторный диагноз чумы» 
проводят исследования на пробах-имитаторах па-
тогенных биологических агентов (пба) методами, 
включенными в регламентированную схему лабора-
торной диагностики, в том числе биологическим ме-
тодом [4, 5, 8].

методические рекомендации по приготовлению 
проб-имитаторов пба предлагают использование 
штамма Y. pestis EV линии нииэг [9]. однако это 
не позволяет обучающимся изучить биологические 
свойства всех подвидов возбудителя чумы в полном 
объем. кроме того, используемый вакцинный штамм 
Y. pestis EV линии нииэг при имитации чумы у ла-
бораторных животных не позволяет стабильно по-
лучать типичную патоморфологическую картину, а 
также выделять микроорганизмы при посеве парен-
химатозных органов.

ранее нами были предложены критерии подбора 
учебных штаммов и определены принципы форми-
рования из них специализированного набора с целью 
обучения. основополагающим принципом является 
использование авирулентных штаммов или штаммов 
со сниженной вирулентностью [11].

в соответствии с предложенными критерия-
ми нами были подобраны 19 штаммов возбудителя 
чумы – кандидатов в учебные, из числа хранящихся 
в государственной коллекции патогенных бактерий 
(Фкуз роснипчи «микроб»). однако было установ-
лено, что у 72 % штаммов отсутствуют данные о на-
личии генетических маркеров вирулентности и срок 
их хранения составляет от 9 до 60 лет. следовательно, 
необходимо провести оценку аутентичности штаммов 
– кандидатов в ученые для получения представления 
об их вирулентности в настоящий момент. 

цель исследования – охарактеризовать штаммы 
возбудителя чумы – кандидаты в учебные по составу 
основных генов вирулентности хромосомной и плаз-
мидной локализации.

материалы и методы

в работе использовано 18 штаммов Yersinia 
pestis, подобранные согласно выработанным крите-
риям и на основании изученных морфологических, 
культуральных, биохимических свойств. из них 13 
штаммов выделены на территории природных очагов; 
2 штамма – кандидаты в вакцинные, не прошедшие 
государственные испытания; 2 авторских экспери-
ментальных штамма, входящие в изогенную систему 
на основе высоковирулентного штамма Y. pestis 231; 
1 штамм, резистентный к бактериофагам, применяе-
мым в схеме лабораторной диагностики чумы (та-
блица). Штаммы Yersinia рestis выращивали на агаре 
хоттингера, рн 7,2, при температуре (28±1) °с в те-
чение 48 ч.

исследования проводили с помощью набо-
ра реагентов для идентификации штаммов Y. pes-
tis методом полимеразной цепной реакции (пцр) с 
гибридизационно-флуоресцентным учетом результа-
тов в режиме реального времени («ген Yersinia pestis 
идентификация – ргФ») по следующей программе: 
1 цикл – 95 °с 15 мин, затем 10 циклов: 95 °с – 30 с, 
60 °с – 30 с, 72 °с – 30 с и еще 35 циклов: 95 °с – 
20 с, 56 °с – 20 с, 72 °с – 20 с. Флуоресценцию изме-
ряли при 56 °с по каналам FAM/Green, JOE/Yellow, 
ROX/Orange. 

идентификация чумного микроба с помощью 
данного набора реагентов основана на одновремен-
ной амплификации фрагментов следующих генов: 
рlа (плазмида рPst), хромосомного локуса 3а, саf1 
(плазмида pFra), hmsH (hms-локус хромосомной об-
ласти пигментации) и двух генетических маркеров, 
ассоциированных с вирулентностью: irp2 (остров 
высокой патогенности) и lcrV (плазмида pCad).

результаты и обсуждение 

в ходе исследования у 18 штаммов установлено 
наличие хромосомного видоспецифичного фрагмента 
3а (таблица), что подтверждало отнесение их к виду 
Y. рestis и соответствовало паспортным данным. 

все изученные с помощью пцр штаммы со-
держали ген саf1 – маркер плазмиды рFrа. вместе с 
тем у девяти штаммов выявлено отсутствие плазми-
ды pPst (гена рlа), у четырех – плазмиды рсаd (гена 
lcrV), у десяти – ybt- и/или hms-регионов области 
пигментсорбции острова патогенности (генов hmsH 
и/или  irp2). 

как известно, видоспецифичная плазмида pPst 
содержит ген рlа, кодирующий синтез специфичных 
для возбудителя чумы белков: бактериоцина – пести-
цина и активатора плазминогена. активатор плаз-
миногена в условиях 37 °с осуществляет инвазию 
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тканей теплокровных организмов за счет прикрепле-
ния к внеклеточному матриксу, а также разрушает 
фибриновые пленки, облегчая выход возбудителя 
из очага воспаления и его дальнейшее распростра-
нение. в условиях 28 °с реализуется плазмокоагу-
лязная активность, которая важна для обеспечения 
специфического трансмиссивного пути передачи 
возбудителя чумы. таким образом, продукция плаз-
миды pPst играет важную роль в патогенезе чумы, но 
не является основной детерминантой вирулентности 
[3, 10, 12, 14, 15].

видоспецифичная плазмида возбудителя чумы 
pFra кодирует продукцию капсульного антигена (FI), 
его транспорт на поверхность клетки и сборку капсу-
лы, а также синтез мышиного токсина. значение FI в 
патогенезе связано с антифагоцитарными свойства-
ми – противодействием фагоцитозу возбудителя чумы 
нейтрофилами и моноцитами, но не макрофагами. 
наличие этого антигена не всегда коррелирует с виру-
лентностью, следовательно, он не относится к числу 
основных факторов вирулентности [3, 10, 12, 14, 15]. 

плазмида рсаd, которая является общим репли-
коном для всех патогенных иерсиний, несет одну из 
главных детерминант вирулентности – ген lcrV [7].

одним из основных генетических детерминант 
вирулентности хромосомной локализации является 
ген irp2, расположенный в пределах ybt-региона 
острова высокой патогенности [3, 10, 12, 14, 15]. гены 
пигментации, или хранения гемина, hms (5 генов) ви-
доспецифичны. в 1992 г. в.в.кутыревым и соавт. было 
показано, что фактор пигментации не имеет значения 
для вирулентности, но важен для приживания и раз-
множения возбудителя чумы в преджелудке блохи, а 

также для образования блока преджелудка. результаты 
представлены в диссретационном исследовании. 

в ходе пцр-анализа определены следующие 
генетические варианты изученных штаммов воз-
будителя чумы: рFrа+pPst+рсаd+рgm– (6 штаммов); 
рFrа+pPst+рсаd–рgm+ (2 штамма); рFrа+pPst– рсаd+рgm+ 
(6 штаммов); рFrа+pPst–рсаd+рgm– (2 штамма); 
рFrа+pPst–рсаd–рgm– (1 штамм); рFrа+pPst+рсаd–рgm– 
(1 штамм) (таблица).

однако при анализе полученных результатов у 
штамма км130(3) установлено несоответствие ге-
нетических характеристик, полученных в результате 
пцр-анализа, и содержащихся в паспорте. согласно 
паспорту штамм характеризуется как pCad+, а по дан-
ным пцр – pCad–. для уточнения сведений проведен 
плазмидный скрининг [13], который подтвердил на-
личие плазмиды pCad. причиной, по которой она не 
была обнаружена при пцр-анализе, является деле-
ция фрагмента гена lcrV, комплементарного прайме-
рам и зонду в использованном наборе реагентов. 

таким образом, на основании пцр-анализа изу-
чаемые штаммы Y. pestis были дифференцированы 
на имеющие детерминанты вирулентности хромо-
сомной (рgm+ – irp2 и hmsH) и плазмидной локали-
зации (pCad+) и штаммы, в геноме которых наблюда-
ется отсутствие одной или нескольких детерминант 
вирулентности. 

для использования в качестве учебных наиболее 
перспективными являются следующие генетические 
варианты штаммов: рgm– (hmsH–, irp2–) рсаd+ (lcrV+) 
или рgm+ (hmsH+, irp2+) рсаd– (lcrV–). 

однако наличие детерминант вирулентности не 
позволяет дать окончательную характеристику виру-

характеристика штаммов Yersinia рestis с помощью набора реагентов «Ген Yersinia рestis идентификация – рГф»

Штамм

генетические маркеры

3а  
(хромосома)

pla 
(плазмида pPst)

caf1 
(плазмида pFra)

lcrV 
(плазмида pCad)

irp2 
(хромосомный остров 

патогенности)

hmsH 
(хромосомный остров 

патогенности)

Y. pestis 14/44 + + + + - -

Y. pestis 707 касуга + + + - + +

Y. pestis м-1813 + + + + - -

Y. pestis 7896 + - + + + +

Y. pestis  290 (1499) + - + + + +

Y. pestis 100р6(36м5) + + + + - -

Y. pestis 652 «гризель» + - + + + +

Y. pestis 780 (к-1) + - + + - -

Y. pestis 471 овсепсика + - + + + +

Y. pestis км 260 (5) + + + - + +

Y. pestis м-1815 + + + + - -

Y. pestis 521 (2101) + + + + - -

Y. pestis м-1814 + + + + - -

Y. pestis 6483 амо + - + + + +

Y. pestis 22 (22) + - + + - -

Y. pestis 835 2 «рвс» + - + + + +

Y. pestis км- 130 (3) + - + - - -

Y. pestis A-819 + + + - - -
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лентности штаммов. регламентированный подход к 
оценке вирулентности штаммов возбудителя чумы, 
включает комплексное исследование in vitro, а так-
же in vivo на лабораторных животных. в связи с тем, 
что многие из исследованных штаммов имеют срок 
хранения в гкпб более 9 лет, целесобразно прове-
сти контроль их вирулентности с помощью методов, 
регламентированных действующими нормативно-
методическими документами (определить вирулент-
ность in vitro, установить LD50, оценить патомор-
фологическую картину чумы, развивающуюся при 
заражении ими лабораторных животных), а также 
оценить стабильность выделения возбудителя из па-
ренхиматозных органов.

таким образом, на основании пцр-анализа из 
исследованной группы штаммов Y. pestis отобраны 
генетические варианты, в геноме которых наблю-
дается отсутствие одной или нескольких основных 
детерминант вирулентности. для оценки степени 
вирулентности конкретных штаммов необходимо 
установить LD50 для лабораторных животных, а так-
же определить вирулентность in vitro регламентиро-
ванными методами. Штаммы, отнесенные к группам 
авирулентных (LD > 105 м.к.) и слабовирулентных 
(LD > 106 м.к.), сформируют группу наиболее пер-
спективных для использования в качестве учебных с 
целью снижения биологических рисков обучающих 
технологий на практических занятиях при освоении 
учебного модуля «микробиология и лабораторный 
диагноз чумы».
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проблема адаптации микроорганизмов к стрессу 
является одной из наиболее актуальных в современ-
ной микробиологии. доказано, что воздействие не-
благоприятных факторов способствует формирова-
нию у микроорганизмов универсальных механизмов 
защиты. в качестве таких неспецифических адапто-
генов, принимающих участие в процессе приспосо-
бления разнообразных организмов (от бактерий до 
растений и млекопитающих) к неблагоприятным 
условиям среды, некоторые авторы рассматривают 
полиамины, которые могут быть вовлечены в раз-
личные физиологические процессы, включая регуля-
цию экспрессии генов, трансляцию, пролиферацию 
клеток, модуляцию сигнализации клетки, стабилиза-
цию мембран [7, 8]. энергетические сигналы стресса 
воспринимаются ферментами синтеза полиаминов в 
клетке, что приводит к возрастанию концентрации 
этих соединений. 

известно, что полиамины – это большая группа 
низкомолекулярных азотсодержащих соединений, 
образующихся при декарбоксилировании аминокис-
лот в кислой среде (кадаверин – из лизина, путрес-
цин – из орнитина, агматин – из аргинина и т.д.), 
они представляют собой короткие углеводородные 
цепочки, состоящие из 4–10 углеродных атомов, ко-
торые содержат от 2 до 4 аминогрупп. важнейшие из 
них, содержащиеся во всех живых клетках, – кадаве-
рин [NH2(CH2)5NH2], путресцин [NH2(CH2)4NH2], 
спермидин [NH2(CH2)4-NH(CH2)3NH2] и спермин 
[NH2(CH2) 3NH-(CH2)4-NH(CH2)3NH2] – являют-
ся универсальными, полифункциональными моле-
кулами [3]. 

показано влияние полиаминов на устойчивость 
условно-патогенных бактерий (E. coli, P. aeruginosa 
и др.) к окислительному, кислотному, тепловому и 
другим видам стресса за счет их антиоксидантных 
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Ю.В.сизова, р.В.Писанов, о.с.бурлакова, и.Я.Черепахина, В.В.балахнова 

роль кадаверина в адаптации холерных виБрионов к СтреССу,  
оБуСловленноМу гипокСией

ФКУЗ «Ростовский-на-Дону научно-исследовательский противочумный институт», Ростов-на-Дону,  
Российская Федерация

цель. изучение роли кадаверина в адаптации холерных вибрионов к стрессу, обусловленному гипоксией. 
материалы и методы. в работе использовано 18 штаммов V.cholerae с различным набором детерминант патоген-
ности, выделенные от больных и из речной воды. результаты и выводы. показано, что при экспериментальном 
моделировании газовой среды кишечника, холерные вибрионы реагируют на неблагоприятные условия окру-
жающей среды путем продукции кадаверина. при этом его количество коррелирует с патогенностью культур 
(оно выше у эпидемически значимых штаммов, чем у штаммов, лишенных генов токсино-и пилепродукции). 
установлено, что уровень продукции внеклеточного кадаверина выше, чем внутриклеточного, но соотношение 
этих показателей зависит от концентрации кислорода и углекислоты в окружающей среде. внутриклеточный 
кадаверин образуется, в основном, при условии высокой концентрации кислорода (10–12 %), при выраженной 
гипоксии (<1 % о2) и повышении уровня углекислого газа (9–13 %) его количество резко снижается. 

Ключевые слова: полиамины, кадаверин, холерный вибрион, персистенция, адаптация, гипоксия.
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The Role of Cadaverine in Cholera Vibrio Adaptation to Stress Conditions, Induced by Hypoxia
Rostov-on-Don Research Anti-Plague Institute, Rostov-on-Don, Russian Federation

Objective of the study is to evaluate the role of cadaverine in cholera vibrio adaptation to stress, induced by hypoxia. Materials 
and methods. Utilized have been 18 V. cholerae strains with different set of pathogenicity determinants. The strains are isolated from 
patients and from river-water. Results and conclusions. It is demonstrated that under experimental modeling of intestinal tract gas 
medium, cholera vibrios respond to unfavorable conditions of the environment by producing cadaverine. Its amount coincides with 
pathogenicity of cultures (it is higher in epidemically significant strains, than in the strains that lack genes of toxin and pilus produc-
tion). It is established that the level of extracellular cadaverine production is greater than that of intracellular; but correlation of the 
parameters depends upon the oxygen and carbon dioxide concentration in the environment. Intracellular cadaverine is mainly gener-
ated at a high oxygen concentration (10–12 %); while under extreme hypoxia (<1 % O2) and in case of carbon dioxide level increase 
(9–13 %), its production markedly declines. 
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свойств [2], а также за счет способности ингибиро-
вать проницаемость пориновых каналов клеточной 
стенки, как бы обосабливая микробную клетку от 
вредного окружения с помощью полиаминов [3, 5, 6]. 

сведения о продукции полиаминов при стрессор-
ном воздействии на возбудителя холеры в литературе 
практически отсутствуют. одним из видов стресса на 
холерные вибрионы в кишечнике человека является 
резкое изменение газового состава среды обитания. 
в желудочно-кишечном тракте человека содержится 
около 200 мл различных газов, среди которых кис-
лород составляет 0–12 %, углекислый газ – 6–13 %. 
концентрация кислорода при переходе от тонкого к 
толстому кишечнику постепенно снижается за счет 
всасывания с 21 до 1 % и ниже, а углекислоты, на-
против, повышается с 6 до 13 % и выше [1]. 

целью настоящего исследования явилось изуче-
ние влияния газовой среды обитания на продукцию 
холерными вибрионами одного из основных полиа-
минов – кадаверина, являющегося одним из индика-
торов стрессового ответа. 

материалы и методы

в работе использовано 14 штаммов V. cholerae 
El Tor, 2 – V. cholerae classical, 2 – V. cholerae O139, 
имеющих различный набор детерминант патогенно-
сти, выделенных от больных и из речной воды.

для проведения опыта в бульон мартена вно-
сили взвеси суточных агаровых культур холерных 
вибрионов и культивировали в течение 4 сут при 
37 °с в микроаэрофильных условиях – в эксикато-
ре (10–12 % о2 и 5 % со2 – имитация газовой среды 
тонкого отдела кишечника – I вариант) и в анаэро-
стате с газ-пакетами AnaeroGen, обеспечивающими 
газовый состав с содержанием кислорода не более 
1 % и со2 9–13 % (как в толстом отделе кишечни-
ка – II вариант). 

продукцию кадаверина определяли по методике 
S.Cortacero-Ramıґrezetal et al. [4] с нашими модифи-
кациями (патент RU 2566558). для определения вну-
триклеточного и внеклеточного кадаверина получен-
ные бульонные культуры холерных вибрионов после 
инкубации центрифугировали, супернатанты пере-
носили в отдельные пробирки, а к осадку добавляли 
150 мкл дистилированной воды. к обеим пробам до-
бавляют 50 мкл 200 мм раствора гидрокарбоната на-
трия. в качестве контрольного компонента использо-
вали FITC-дериваты коммерческого кадаверина (про-
изводство фирмы «Sigma») в концентрации 1 мг/мл. 
полученные смеси, в том числе и контрольную, про-
гревали при 99 °с в течение 30 мин в твердотельном 
термостате «термит» и вносили в них 100 мкл 10 мм 
раствора FITC в 80 % ацетоне и 200 мкл 50 % ацето-
на, после чего пробы инкубировали 2 ч в термостате 
«гном» при температуре 50 °с. далее добавляли во 
все пробы 500 мкл деионизованной воды, перемеши-
вали и центрифугировали 5 мин при 13000 об/мин. 

полученные пробы исследовали в системе ка-

пиллярного электрофореза Backman. результаты 
выводились в виде электрофореграммы: при пода-
че напряжения в систему FITC-кадаверин достигал 
зоны детекции и регистрировался в виде пика све-
чения 520 нм при длине возбуждения 488 нм арго-
новым лайзером. полученные с помощью электро-
фореграмм цифровые выражения пиков опытных и 
контрольных образцов позволяли определять коли-
чество продуцируемого кадаверина у исследуемых 
штаммов холерных вибрионов по формуле:

Рк
,Ро . Ск 

C =

где с – концентрация кадаверина исследуемого 
штамма холерных вибрионов, мкг/мл; ск – концен-
трация кадаверина в контрольной пробе, мкг/мл; ро – 
цифровое выражение пика опытного образца; рк – 
цифровое выражение пика контрольного образца.

все результаты статистически обработаны.

результаты и обсуждение

при варьировании газовой среды, соответству-
ющей ее составу по кислороду и углекислому газу в 
кишечнике (как в I, так и во II варианте), холерные 
вибрионы эль тор образовывали как внутриклеточ-
ный, так и внеклеточный кадаверин в значительном 
количестве. при этом средние суммарные показате-
ли продукции этого полиамина в I варианте (ими-
тирующем тонкий кишечник, в котором происходят 
все основные события патогенеза холеры) оказались 
несколько выше, чем во II варианте (имитирующем 
толстый кишечник) –1156,6 мкг/мл против 974,25.

обращает на себя внимание снижение значений 
суммарной продукции кадаверина в каждой из групп 
вибрионов эль тор по мере снижения эпидемической 
значимости: в I варианте – с 453,2 мкг/мл у ctx+tcp+ и 
425 мкг/мл у ctx–tcp+ штаммов до 277,0 мкг/мл у ctx–

tcp– штаммов (39 и 35 % соответственно); во II вари-
анте концентрация кадаверина снижалась меньше от 
345,6 и 333,4 мкг/мл до 295,25 мкг/мл (на 15 и 11 % 
соответственно).

классические холерные вибрионы, представ-
ленные двумя токсигенными штаммами, по актив-
ности не уступали холерным вибрионам эль тор из 
такой же группы ctx+tcp+ штаммов: суммарное зна-
чение при культивировании в I варианте составило 
450,0 мкг/мл и 383,2 мкг/мл – во II. 

максимальным суммарным значением харак-
теризовался токсигенный штамм о139 серогруппы 
(502,0 и 481,0 мкг/мл), показания у атоксигенного 
штамма были гораздо ниже, особенно в I варианте 
(всего 61,0 мкг/мл). 

при этом обращает на себя внимание, что у 
всех штаммов с генотипом ctx+tcp+ и ctx–tcp+ (эль 
тор, классических и о139) суммарные значения по-
казателей продукции кадаверина в I группе были 
выше, чем во II, то есть для патогенных и потен-
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циально патогенных вибрионов стрессом, вероятно, 
являлась более высокая концентрация кислорода 
(10–12 %); у авирулентных штаммов (ctx–tcp–) эль 
тор и о139, напротив, значения во II группе были 
выше, чем в I, то есть для этих штаммов более 
стрессовыми были условия высокой концентрации 
углекислоты (12–13 %).

при ранжировании штаммов вибрионов эль 
тор по источнику выделения суммарные показатели 
уровней продукции кадаверина в группах выглядели 
следующим образом (таблица). 

показатели кадаверина в группах отличались 
незначительно. несколько более высокие показате-
ли суммарной продукции кадаверина (как в I, так и 
во II варианте) отмечены в группе штаммов, выде-
ленных от вибриононосителей (431 и 443,7 мкг/мл). 
для сравнения: от больных – 377,8 и 316,3 мкг/мл; 
из воды – 365,3 и 274,2 мкг/мл. при этом установ-
лено, что такие высокие показатели продукции када-
верина в группе носителей обусловлены одним ctx–

tcp+ штаммом V. cholerae El Tor (488 и 520 мкг/мл). 
является ли этот результат характерным для всей 
группы ctx–tcp+ штаммов, выделенных на протяже-
нии последних десяти лет от носителей, предстоит 
выяснить впоследствии, хотя (судя по данным, по-
лученным при изучении таких же изолятов от боль-
ных и из воды) не исключено, что речь может идти 
об индивидуальных особенностях некоторых штам-
мов. если не принимать во внимание результаты, по-
лученные при исследовании этой культуры, можно 
констатировать, что при ранжировании штаммов по 
источнику выделения внутри каждой группы наблю-
далась та же динамика снижения продукции кадаве-
рина в зависимости от степени патогенности штам-
мов (от больных: с 470,5 до 246 мкг/мл в I группе, с 
350 до 298 – во II; от носителей: с 404 до 401 мкг/мл в 
I группе, с 442 до 369 мкг/мл – во II; из воды: с 460,5 
до 230,5 в I группе, с 293до 257 мкг/мл – во II). 

установлено, что суммарный уровень продукции 
кадаверина в обоих вариантах опыта у всех штаммов 

холерных вибрионов, выделенных из организма чело-
века (больного или носителя), был несколько выше, 
чем у водных штаммов, что свидетельствует о более 
эффективном использовании данной защитной систе-
мы в организме человека именно такими штаммами. 

при анализе продукции внутриклеточного и 
внеклеточного кадаверина в разных условиях опытов 
наблюдалось преобладание внеклеточного кадавери-
на, но в разной степени. в экспериментах, имитиру-
ющих газовую среду тонкого кишечника (I вариант – 
10–12 % о2, 5 % со2), суммарное среднее количество 
внутриклеточного кадаверина составляло 456,7 мкг/
мл, внеклеточного – 698,9 мкг/мл, (соотношение 
1:1,5), то есть разница в продукции кадаверина не-
значительная. мы ранее в этой работе предположили, 
что эти условия могут быть достаточно стрессовыми 
для холерных вибрионов, поскольку ни в толстом ки-
шечнике, ни в водных объектах окружающей среды 
нет такой высокой концентрации кислорода. в ответ 
на стресс происходит синтез полиаминов, которые 
защищают холерные вибрионы как путем заполнения 
пориновых каналов (внутриклеточный кадаверин), 
так и путем изоляции клеток от вредного окружения 
(внеклеточный кадаверин), способствуя тем самым 
сохранению популяции возбудителя и развитию па-
тологического процесса в тонком кишечнике. 

совершенно другая картина наблюдалась при 
моделировании условий газовой среды в толстом ки-
шечнике (II вариант – 1 % о2, 9–13 % со2). при низ-
кой концентрации кислорода и высокой углекислого 
газа соотношение внутриклеточного и внеклеточно-
го кадаверина составляло уже 1:4, то есть приоритет-
ной была продукция внеклеточного кадаверина, не-
обходимого для внешней защиты клеток вибрионов. 
возможно стрессором в данной модели опыта слу-
жила именно повышенная концентрация со2.

таким образом, при экспериментальном моде-
лировании газовой среды кишечника, в котором осу-
ществляется развитие патологического процесса (ад-
гезия, колонизация, токсинопродукция), показано, 

Продукция кадаверина холерными вибрионами Эль Тор, выделенными из различных источников

источник  
выделения

наличие 
генов

культивирование в условиях эксикатора (10 % о2, 5 % со2)  
I вариант (кадаверин)

культивирование в условиях газ-пакета (1 % о2, 12 % со2)  
II вариант (кадаверин)

внутриклеточный, мкг/мл внеклеточный, мкг/мл сумма внутриклеточный, мкг/мл внеклеточный, мкг/мл сумма

больные

+ + 189,5 281,0 470,5 16,5 333,5 350,0

- + 144,5 270,0 414,5 29,0 272,0 301,0

- - 101,0 145,0 246,0 46,0 252,0 298,0

среднее по группе 145,0 232,0 377,0 30,5 285,8 316,3

носители

+ + 154,0 250,0 404,0 176,0 266,0 442,0

- + 221,0 267,0 488,0 151,0 369,0 520,0

- - 149,0 252,0 401,0 94,0 275,0 369,0

среднее по группе 174,7 256,3 431,0 140,3 303,3 443,7

вода

+ + 181,5 279,0 460,5 34,0 259,0 293,0

- + 180,0 225,0 405,0 53,5 219,0 272,5

- - 82,0 148,5 230,5 22,0 235,0 257,0

среднее по группе 147,8 217,5 365,3 36,5 237,7 274,2



Проблемы особо опасных инфекций. 2016, вып. 2

90 Problemy Osobo Opasnykh Infektsii [Problems of Particularly Dangerous Infections]

что холерные вибрионы реагируют на неблагопри-
ятные условия окружающей среды путем продукции 
кадаверина, одного из полиаминов, являющихся не-
специфическими антистрессовыми адаптогенами.

при этом количество продуцируемого кадавери-
на в определенной степени коррелирует с патогенно-
стью культур (оно выше у эпидемически значимых 
и потенциально эпидемически значимых штаммов, 
чем у штаммов, лишенных генов токсино- и пиле-
продукции. 

установлено, что при использовании обеих мо-
делей газовой среды кишечника уровень продукции 
внеклеточного кадаверина выше, чем внутрикле-
точного, но соотношение этих показателей зависит 
от концентрации кислорода и углекислоты в окру-
жающей среде. в условиях газовой среды тонкого 
кишечника (10–12 % о2, 5 % со2) оно практически 
равно (1:1,5), в условиях толстого кишечника (1 % 
о2, 10–12 % со2) преобладает синтез внеклеточного 
кадаверина (соотношение 1:4). 

внутриклеточный кадаверин, «запечатываю-
щий» пориновые каналы микробных клеток, образу-
ется, в основном, при условии высокой концентра-
ции кислорода (10–12 %), при выраженной гипоксии 
(<1 % о2) и повышении уровня углекислого газа 
(9–13 %) его количество резко снижается. 

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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в последнее время широкое распространение 
в идентификации микроорганизмов получил метод 
времяпролетной масс-спектрометрии с матрично-
активированной лазерной десорбцией/ионизацией 
(MALDI-TOF MS). масс-спектрометрия – метод 
исследования и анализа вещества, основанный на 
ионизации атомов и молекул, входящих в состав 
исследуемого образца, и регистрации спектра масс 
образовавшихся ионов. полученный спектральный 
паттерн (белковый профиль) является уникальной 
родо-, видо-, а в некоторых случаях штаммоспеци-
фичной характеристикой, которая позволяет иденти-
фицировать микроорганизм до рода, вида и иногда 
осуществить подвидовую дифференциацию. 

высокая точность идентификации микроор-
ганизмов с помощью данного метода, основанно-
го на анализе белкового состава микроорганизмов, 
была отмечена многими исследователями [3, 4, 5, 
6]. применение метода прямого белкового профили-

рования позволяет сократить время идентификации 
выделенных культур микроорганизмов (до 2 ч) по 
сравнению с общепринятыми методиками (6–48 ч), а 
также снижает стоимость исследований и увеличи-
вает пропускную способность лаборатории [1, 2, 7]. 
одним из необходимых условий достоверной видо-
вой дифференциации является наличие достаточной 
масс-спектрометрической базы данных белковых 
профилей микроорганизмов. 

при идентификации микроорганизмов на MALDI-
TOF масс-спектрометрах Microflex в работе использу-
ют коммерческие базы данных (MALDI Biotyper 3.1, 
Bruker Daltonics, германия). однако в коммерческой 
базе данных программы MALDI Biotyper 3.1, по-
ставляемой в российскую Федерацию, отсутствуют 
референсные спектры возбудителей опасных инфек-
ционных болезней, в частности, микроорганизмов 
вида Yersinia pestis. цель данной работы заключалась 
в дополнении существующей базы данных спектрами 
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штаммов Y. pestis для использования в дальнейшем при 
идентификации чумного микроба методом MALDI-
TOF масс-спектрометрии. для решения данной про-
блемы специалистами учреждений роспотребнадзора 
ведется работа по созданию библиотек и баз данных 
спектров штаммов Y. pestis. 

материалы и методы

в работе использовали 25 штаммов Y. pestis, вы-
деленных в период с 1970 по 2014 год в различных 
природных очагах чумы, из них 10 штаммов – для 
создания референсных масс-спектров (таблица) и 15 
штаммов – при апробации созданной базы данных 
в ходе идентификации штаммов чумного микроба. 
Штаммы Y. pestis из государственной коллекции па-
тогенных бактерий роснипчи «микроб» являют-
ся типичными по культурально-морфологическим, 
биохимическим и молекулярно-генетическим свой-
ствам. Штаммы чумного микроба для получения 
масс-спектров культивировали на агаре хоттингера 
(pH 7,2) при температуре 28 °C в течение 24–48 ч. 

Методика масс-спектрометрического анализа
для создания референсных масс-спектров 

(MSP) возбудителей особо опасных инфекционных 
болезней и внесения их в базу данных используют 
белковые экстракты исследуемых культур микро-
организмов. белковую экстракцию проводили с ис-
пользованием 96 % этанола и 70 % водного раствора 
муравьиной кислоты по стандартной методике, ре-
комендованной Bruker для проведения MALDI-TOF 
прямого белкового профилирования неспорообра-
зующих микроорганизмов. 

полученный супернатант (1 мкл), содержащий 
белковый экстракт, наносили на ячейку 96-луночного 
MSP-чипа (MSP 96 target polished steel BC, microScout 
Target). на поверхность супернатанта в чипе нано-
сили 1 мкл раствора матрицы (насыщенный раствор 
α-циано-4-гидроксикоричной кислоты (α-HCCA) с 
50 % содержанием ацетонитрила и 2,5 % трифторук-

сусной кислоты (TFA)) и высушивали при комнатной 
температуре.

чип с нанесенными на него образцами поме-
щали в MALDI-TOF масс-спектрометр microflex LT. 
после позиционирования чипа в ионизационной ка-
мере и достижения необходимых значений рабочих 
параметров прибора проводили калибровку с помо-
щью нанесенного калибровочного стандарта. после 
этого приступали к сбору спектров в ручном или 
автоматическом режиме, устанавливая необходимые 
параметры. для получения одиночного масс-спектра 
использовали 40 импульсов лазера (частота 60 гц). 
анализируемый диапазон масса/заряд составлял 
2000–20000 да.

для штаммов Y. pestis сбор спектров проводи-
ли по следующей схеме: с 8 ячеек MSP-чипа (для 
каждого штамма) были получены 24 исходных масс-
спектра. в программе flexAnalysis (Bruker Daltonics) 
проводилась оценка качества исходных масс-
спектров, сглаживание, выравнивание и вычет фо-
новой линии. далее в программе «MALDI Biotyper 
3.1 (Offline classification)» из отобранных исходных 
масс-спектров были созданы референсные масс-
спектры. для создания референсного масс-спектра 
одного штамма необходимо не менее 20 исходных. 

результаты и обсуждение

в результате проведенного масс-спектромет-
рического анализа были получены референсные 
масс-спектры десяти штаммов возбудителя чумы 
Y. pestis (таблица). в ходе проведения эксперимента 
исследуемые типичные штаммы Y. pestis с исполь-
зованием референсных масс-спектров, содержащих-
ся в базе данных программы MALDI Biotyper 3.1, 
были идентифицированы как микроорганизмы вида 
Y. pseudotuberculosis. при построении MALDI-TOF 
дендрограммы масс-спектров в программе Biotyper 
по алгоритму метода попарного внутригруппового 
невзвешенного среднего (англ. Unweighted Pair Group 

Штаммы Y. pestis, используемые для создания референсных масс-спектров

название штамма место выделения природный очаг дата выделения

Y. pestis ssp. pestis м-1773 [1047 аст.] астраханская область, красноярский район волго-уральский песчаный 17.05.2002

Y. pestis ssp. pestis м-1864 (883-аст) республика калмыкия, лаганский район прикаспийский песчаный 16.04.2009

Y. pestis ssp. pestis м-978 [1109 астр.] калмыкская асср, Юстинский район,  
черные земли

прикаспийский северо-западный степной 14.04.1990

Y. pestis ssp. caucasica с-740 [494] республика дагестан, кулинский район, 
с. хозрек 

восточно-кавказский высокогорный 08.06.1998

Y. pestis ssp. pestis с-627 [176 кб] карачаево-черкесская республика, г. кызыл-
кала

центрально-кавказский высокогорный 28.08.1986

Y. pestis ssp. pestis а-1809 урочище карагайлы (долина реки  
беш-таш) таласского хребта тянь-Шаня

таласский высокогорный 28.08.1980

Y. pestis а-1815 [257/17] таласский район, урочище карагайлы таласский высокогорный 06.09.1980

Y. pestis ssp. ulegeica км-684 (и-2422) мнр, баян-улэгэйский аймак, г. цаган-нур 27.06.1974

Y. pestis ssp. altaica и-2998 [62] республика алтай, кош-агачский район, 
кызыл-тас

горно-алтайский высокогорный 27.08.1982 

Y. pestis ssp. pestis 1116-д малгобекский эпидотряд, 5 км севернее 
с. ачалуки

терско-сунженский низкогорный 23.06.1970
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Method with Arithmetic Mean, UPGMA) было уста-
новлено, что исследуемые штаммы микроорганизмов 

вида Y. pestis и вида Y. pseudotuberculosis кластеризу-
ются двумя четко различимыми группами (рис. 1).

рис. 1. кластерный анализ MALDI-TOF-MS спектров штаммов Y. pseudotuberculosis, содержащихся в базе данных программы MALDI 
Biotyper 3.1 и вносимых в базу данных штаммов возбудителя Y. pestis. расстояние отображается в относительных единицах

рис. 2. пики, специфичные и общие для 
Y. pestis и Y. pseu do tuberculosis
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сравнительный анализ полученных масс-
спектрометрических профилей Y. pestis позволил 
определить специфичный пик для основного под-
вида pestis (m/z 3061) и общие пики для Y. pestis и 
Y. pseudotuberculosis (m/z 4830, 5426, 8366, 9658, 
10297, 13268) (рис. 2).

следующий этап работы заключался в апроба-
ции созданной базы данных масс-спектров при про-
ведении идентификации 15 штаммов возбудителя 
чумы: Y. pestis основного подвида (штамм 1454) и 
Y. pestis алтайского подвида, выделенных на терри-
тории горно-алтайского природного очага чумы в 
2012 и 2014 гг. (штаммы 1307, 2397, 2416, 2513-15, 
2633, 2639, 2739, 2774, 2881, 2967, 3021, 2691, 3057, 
3067). во всех случаях культуры были идентифици-
рованы как Y. pestis со значением score ≥2,3. 

таким образом, полученные результаты иссле-
дования показали возможность создания баз данных 
возбудителей опасных инфекций, что, в свою оче-
редь, позволяет проведение их идентификации мето-
дом MALDI-TOF масс-спектрометрии.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
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бешенство относится к группе опасных инфек-
ционных заболеваний человека и животных, харак-
теризуется поражением центральной нервной си-
стемы, абсолютной летальностью и является одним 
из наиболее распространенных зооантропонозов. в 
российской Федерации, по данным Федерального 
центра гигиены и эпидемиологии роспотребнадзора, 
ежегодно за антирабической помощью обращаются 
от 430 до 470 тыс. человек, больше половины из них 
получают специфическое антирабическое лечение 
[1, 13]. для специфической профилактики бешенства 
используют антирабические вакцину и иммуногло-
булин, в производстве которых применяют фиксиро-
ванные штаммы вируса бешенства [11, 15]. россия 
на протяжении десятков лет не имела собственной 
площадки для производства антирабического имму-

ноглобулина, производство препарата было сосре-
доточено на территории украины (харьков). после 
распада ссср остро встал вопрос производства 
антирабического иммуноглобулина на территории 
россии. с 2004 г. Фкуз «роснипчи «микроб» на-
чал серийный выпуск препарата «иммуноглобулин 
антирабический из сыворотки крови лошади жидкий, 
раствор для инъекций» (аиг) по воспроизведенной 
спиртово-риванольной технологии.

на сегодняшний день гетерологичный аиг 
можно считать приемлемой и безопасной альтерна-
тивой гомологичному препарату, так как применяе-
мые в производстве современные методы очистки 
иммуноглобулина позволяют значительно снизить 
частоту побочных эффектов, проявляющихся в ре-
зультате применения аиг животного происхожде-
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ния. по данным воз, нежелательные поствакци-
нальные реакции наблюдаются в 1–2 % случаев [30]. 
для сравнения, в середине прошлого столетия значе-
ние данного показателя составляло около 46 %, а в 
конце восьмидесятых годов – около 6 % [23, 31]. тем 
не менее, вопрос дальнейшего усовершенствования 
гетерологичных препаратов аиг, даже при такой 
сравнительно небольшой доле возникновения по-
бочных эффектов, остается актуальным. важнейшей 
научно-практической задачей, способствующей по-
вышению качества аиг, яв ляется внедрение культу-
ральных технологий на этапе получения рабического 
антигена для иммунизации продуцентов. отказаться 
от использования органо-тканевого антигена в про-
изводстве антирабических препаратов настоятельно 
рекомендует воз, поскольку мозговая ткань может 
индуцировать в организме продуцента выработку 
антител нейролитического характера, способных 
стать причиной поствакцинальных неврологических 
осложнений [30]. в качестве альтернативного вари-
анта рекомендовано использование культурального 
антигена на основе вируса бешенства, репродуциро-
ванного на клеточных культурах [29, 30]. 

использование культурального антигена для по-
лучения антирабической сыворотки впервые предло-
жено P.Lepin и P.Atanasiu [9, 10]. они использовали 
вирус, полученный в первичнотрипсинизированной 
культуре ткани почек эмбриона хомяка, однако для 
иммунизации требовалось либо применение боль-
ших доз антигена, что индуцировало образование 
низкоафинных антител в течение длительного вре-
мени, либо введение в организм продуцента живо-
го вируса. к настоящему времени существуют бо-
лее совершенные схемы иммунизации продуцентов 
антирабической сыворотки, которые предполагают 
применение только инактивированного вируса, вы-
ращенного на перевиваемых клеточных культурах 
BHK [20] и Vero [17, 21, 27]. использование переви-
ваемых клеток в качестве клеточного субстрата для 
репродукции вируса бешенства предпочтительнее 
по сравнению с первичнотрипсинизированными, что 
связано с высокой потенцией роста клеток, стандар-
тностью биологических свойств и возможностью 
крупномасштабного культивирования в ферментерах 
большого объема. перевиваемая линия клеток Vero 
аттестована в россии для производства мибп, она 
характеризуется отсутствием онкогенных свойств и 
не представляет опасности для человека. последнее 
обстоятельство определило выбор этой линии для ис-
пользования в качестве субстрата для размножения 
фиксированного вируса бешенства штамма «москва 
3253», используемого в отечественном производстве 
антирабического иммуноглобулина из сыворотки 
крови лошади.

целью исследований в рамках Федеральной 
целевой программы «национальная система хими-
ческой и биологической безопасности» (2009–2014) 
являлась разработка технологии масштабного куль-
тивирования производственного штамма фиксиро-

ванного вируса бешенства «москва 3253» на клетках 
перевиваемой линии Vero и получение культурально-
го рабического антигена для иммунизации продуцен-
тов в производстве гетерологичного антирабическо-
го иммуноглобулина. 

на первом этапе исследований решалась зада-
ча по адаптации производственного штамма вируса 
бешенства к клеточной культуре. адаптацию виру-
са осуществляли с применением как прямого пас-
сирования вируса на клеточной культуре Vero, так и 
поочередного пассирования через мозг кролика и на 
клеточной культуре. для улучшения адсорбции ви-
руса к клеточной мембране к клеточной суспензии 
предварительно добавляли протамина сульфат в ко-
нечной концентрации 0,1 мг/мл. к завершению адап-
тации вирус стабильно накапливался в клеточной 
культуре и вызывал деструкцию (85±5) % клеточно-
го монослоя. одновременно были подобраны опти-
мальные условия культивирования исследуемого 
штамма на клеточной культуре Vero в культуральных 
флаконах стационарным способом. для заражения 
клеточной культуры вируссодержащую субстанцию 
добавляли к взвеси клеток. экспериментально вы-
явленная оптимальная заражающая доза для эффек-
тивной репродукции вируса составляла 0,1 лд50/кл. 
культивирование фиксированного вируса бешенства 
осуществляли при температуре 37 °с от 5 до 7 сут с 
использованием культуральной среды 199 (рн 7,2–
7,4) с добавлением человеческого сывороточного 
альбумина (чса) в концентрации 0,1 %. 

для увеличения объемов выхода биомассы фик-
сированного вируса бешенства рассматривали спо-
собы культивирования в биореакторе и роллерных 
бутылях [5]. использование биореактора позволяет 
автоматизировать контроль параметров культиви-
рования клеток и вируса и стандартизировать дан-
ный технологический процесс. в биореакторе вирус 
выращивали двумя способами: суспензионным и 
псевдосуспензионным. при суспензионном способе 
клетки культивируются во взвешенном состоянии 
благодаря постоянному перемешиванию среды; при 
использовании псевдосуспензионного метода клетки 
растут на специальных сферических микроносите-
лях. с одной стороны, клетки находятся в естествен-
ных для роста условиях, с другой стороны, для их 
выращивания возможно использование процессов 
и аппаратуры, разработанных для суспензионных 
культур. разработанная методология выращивания 
суспензионным и псевдосуспензионным способами 
позволяет получать вируссодержащую жидкость с 
титром в иФа соответственно (1:32 – 1:64) и (1:64 – 
1:128). в результате экспериментов были отработаны 
оптимальные параметры культивирования клеток и 
вируса для каждого из указанных методов. 

культивирование клеток Vero суспензионным 
методом осуществляли в 2 л питательной росто-
вой среды игла мем с добавлением 10 % феталь-
ной сыворотки крс при температуре (37±0,5) °с и 
рн (7,2±0,1). частоту вращения мешалки поддержи-
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вали на уровне от 80 до 100 об/мин. аэрацию осу-
ществляли периодически: воздух, содержащий 5 % 
углекислого газа, подавали в биореактор в течение 
30 мин, затем подачу воздуха прекращали на 2 ч. 
экспериментально определена оптимальная посев-
ная концентрация клеток, равная (0,7±0,2)·105 кл/мл. 
после 3–4 сут культивирования к клеточной суспен-
зии добавляли вируссодержащую жидкость в кон-
центрации 0,1 лд50/кл. через 30 мин после инокуля-
ции вируса добавляли поддерживающую среду 199, 
содержащую 0,1 % чса, либо 5 % сыворотку крс. 
культивирование вирусинфицированной культуры 
осуществляли в течение 5 сут.

 при выращивании клеток псевдосуспензион-
ным способом посевную клеточную суспензию до-
бавляли к 2 л ростовой среды, содержащей микро-
носители Cytodex-3 в концентрации (2,5±0,5) г/л. 
начальная концентрация клеток должна составлять 
(0,7±0,2)·105 кл/мл. для прикрепления клеток к ча-
стицам Cytodex-3 в течение первых 8 ч выращивания 
использовали следующий режим перемешивания: 
1 мин с частотой 50 об/мин, затем остановка мешал-
ки на 30 мин. далее в реактор добавляли ростовую 
среду до конечного объема 5 л и осуществляли куль-
тивирование в условиях, аналогичных условиям су-
спензионного способа. по окончании выращивания 
клеток ростовую среду удаляли из биореактора, к 
клеткам добавляли вируссодержащую жидкость в 
концентрации 0,1 лд50/кл и поддерживающую среду. 
дальнейшее культивирование осуществляли в тече-
ние 5–7 сут.

процесс масштабного культивирования вируса 
бешенства in vitro был оптимизирован за счет освое-
ния роллерного способа. при культивировании в рол-
лерных бутылях клеточный монослой располагается 
по всей внутренней цилиндрической поверхности 
горизонтально вращающихся сосудов и периодиче-
ски омывается питательной средой. данный способ 
позволяет сочетать возможности максимального на-
копления вируса бешенства на клеточной культуре, 
простоты и эффективности технологического обслу-
живания процесса культивирования. роллерное куль-
тивирование клеток Vero осуществляли при 37 °с 
в 200 мл ростовой среды при частоте вращения бу-
тыли (0,4±0,1) об/мин в первые 24 ч выращивания, 
которую затем увеличивали до (1,25±0,25) об/мин. 
через 5 сут выращивания среду удаляли, клеточный 
монослой промывали раствором дальбекко, клетки 
отсоединяли раствором трипсина и версена. затем к 
клеткам добавляли вируссодержащую субстанцию в 
концентрации 0,1 лд50/кл и поддерживающую сре-
ду. культивирование вируса осуществляли в объеме 
(250±25) мл при температуре 32 °с.

при культивировании роллерным способом ви-
рус бешенства накапливается в культуральной жид-
кости до значения титра в иФа (1:64 – 1:128). при 
равнозначном выходе целевой биомассы роллерный 
способ представляется менее затратным по сравне-
нию с псевдосуспензионным способом из-за исполь-

зования микроносителей, стоимость которых доста-
точно высока. следует отметить, что в условиях про-
изводства антирабического иммуноглобулина тех-
нологическая реализация роллерного способа имеет 
весомое преимущество, поскольку в данном случае 
отсутствует необходимость круглосуточного наблю-
дения за процессом выращивания вируса. 

полученную в результате культивирования 
биомассу после инактивации использовали в ка-
честве основы для приготовления материала для 
иммунизации продуцентов антирабической сыво-
ротки. инактивацию осуществляли добавлением к 
вируссодержащей биомассе фенола в концентрации 
0,5 % с последующим инкубированием при 37 °с 
в течение 24 ч согласно методическим указаниям 
«безопасность работы с производственными штам-
мами фиксированного вируса бешенства».

для количественной оценки вируса бешенства в 
инактивированном материале использовали иФа и 
пцр. эффективность применения иФа для оценки 
специфической активности культурального вируса 
бешенства при производстве антирабических вакцин 
подтверждается в многочисленных исследованиях 
[18, 19]. в настоящем исследовании использовали 
«набор препаратов для лабораторной диагности-
ки бешенства животных методом иммунофермент-
ного анализа» (Фгу «Фцтрб-вниви», казань, 
республика татарстан).

альтернативным вариантом количественной 
оценки количества вирусных частиц в материале для 
иммунизации является использование полимераз-
ной цепной реакции в режиме реального времени. 
данный подход нашел успешное применение для 
определения концентрации рнк вируса диареи круп-
ного рогатого скота [24]; желтой геморрагической 
лихорадки, человеческого герпесвируса-6 и цитоме-
галовируса [28], вируса клещевого энцефалита [12]. 
для количественной оценки содержания вируса бе-
шенства штамма «москва 3253» в вирусном матери-
але в рамках данных исследований разработана пцр 
с гибридизационно-флуоресцентным учетом резуль-
татов с использованием праймеров и зонда формата 
TaqMan на основе последовательности G-L области 
вируса бешенства; определены днк-калибраторы 
[8]. разработанные методические подходы позво-
лили установить концентрацию вирусных частиц в 
культуральном антигене. в зависимости от способа 
и сроков культивирования вируса данный показатель 
находится в пределах от 105 до 106 копий рнк/мл. 
для сравнения, в органотканевом антигене количе-
ство вирусных частиц составляет от 107 до 108 ко-
пий рнк/мл. 

одна из основных сложностей в разработке эф-
фективных технологий выделения продуктов куль-
тивирования связана с их низкой концентрацией в 
исходной культуральной жидкости. для повышения 
концентрации вирусных частиц и повышения пока-
зателей антигенной активности вируса, выращенного 
в культуре клеток, необходимо было подобрать метод 
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концентрирования инактивированного вирусного ма-
териала. из многообразия методов концентрирования 
вируссодержащих материалов выбор был остановлен 
на методе тангенциальной или проточной ультрафиль-
трации, достоинствами которого являются практиче-
ское отсутствие инактивирующих воздействий на био-
логические продукты, высокая селективность, а также 
низкие энергозатраты на их разделение. в сравнении с 
традиционным методом «тупиковой» ультрафильтра-
ции, когда разделяемый раствор подают на мембрану 
перпендикулярно к ее поверхности, при тангенциаль-
ной ультрафильтрации направления подачи среды и 
фильтрации не совпадают: они перпендикулярны друг 
другу. в результате часть фильтруемой среды прохо-
дит через мембраны как фильтрат, а основная часть 
потока выходит из системы в рабочую емкость, а за-
тем вновь поступает в фильтрующий контур [2]. для 
концентрирования инактивированной культуральной 
жидкости, содержащей вирус бешенства, использо-
вали модуль для тангенциальной ультрафильтрации 
Vivaflow 200 (Sartorius), снаряженной плоскорамными 
фильтрующими элементами с площадью фильтрации, 
равной 20 дм2. 

в результате исследований отработаны опти-
мальные условия процесса концентрирования, 
предусматривающие использование одного ультра-
фильтрационного модуля с номинальной отсечкой 
по молекулярной массе, не превышающей 300 кда, 
при давлении от 0,24 до 0,26 мпа и температуре 
(20±2) °с. далее для получения стерильного антиге-
на подобраны параметры последующей стерилизую-
щей фильтрации. в экспериментах установлено, что 
оптимальным является последовательное использо-
вание микрофильтрационных мембран из ацетата 
целлюлозы с размерами пор 0,8, 0,45 и 0,22 мкм при 
температуре (32±1) °с. предлагаемые способы кон-
центрирования и стерилизующей фильтрации позво-
лили получить культуральный антиген с содержани-
ем вирусной рнк от 107 до 108 копий/мл, что близко 
по значению к содержанию вирусной рнк в органо-
тканевом антигене. 

эффективность применения культурального ра-
бического антигена для иммунизации животных с 
целью получения высокоактивных сывороток пред-
варительно была изучена на кроликах. животных 
иммунизировали подкожно в объеме 1 мл на 0, 7, 21, 
28, 52, 59-е сутки. титр вируснейтрализующих анти-
тел в сыворотке животных определяли на 42-е и 73-е 
сутки в реакции нейтрализации вируса бешенства на 
белых мышах [9, 23]. одновременно проводили ис-
следования эффективности использования адъюван-
тов при иммунизации животных. среди большого 
разнообразия адъювантов были выбраны гидроксид 
алюминия – адъювант, традиционно применяемый 
в производстве вакцин, и полиоксидоний – сравни-
тельно новый синтетический отечественный адъю-
вант, официально разрешенный в производстве вак-
цин [16]. установлено, что к 73-му дню иммунизации 
антитела в крови животных накапливались в титре 

(1:640 – 1:1280), что соответствовало требованиям 
воз [9, 26], согласно которым титр специфических 
антител в антирабической сыворотке, предназначен-
ной для получения антирабического иммуноглобули-
на, должен составлять в реакции нейтрализации не 
менее 1:500. проведенные исследования показали 
принципиальную возможность использования куль-
турального антигена для иммунизации продуцентов 
антирабической сыворотки. при этом рациональным 
представляется применение на этапе иммунизации 
гидроксида алюминия в качестве адъюванта, одна-
ко следует отметить и выраженный стимулирующий 
эффект полиоксидония.

полученные результаты по изучению антитель-
ного ответа на кроликах явились основой для раз-
работки схемы иммунизации более крупных проду-
центов – лошадей [4]. в отличие от других крупных 
животных, применяемых при изготовлении лечебно-
профилактических сывороток, лошади отличаются 
высокой иммунологической реактивностью, от них в 
короткий срок можно получать сыворотку, содержа-
щую специфические антитела в достаточно высоком 
титре [10]. для иммунизации использовали трех кли-
нически здоровых лошадей в возрасте от 3 до 10 лет. 
животным внутримышечно вводили по 5 мл рабиче-
ского антигена с установленной концентрацией ви-
русных частиц – от 107 до 108 копий рнк в 1 мл. титр 
вируса, содержащегося в культуральной жидкости, 
в иФа составлял не менее 1:128. установлено, что 
для получения высокоактивной сыворотки с титром 
специфических антител не менее 1:500 целесообраз-
но проводить иммунизацию лошадей с семидневным 
интервалом в течение 11–14 недель. при этом первые 
пять инъекций рекомендуется осуществлять с исполь-
зованием адъюванта: гидроксида алюминия в концен-
трации 3 мг/мл, либо полиоксидония в конечной кон-
центрации 1 мг/мл. взятие крови с целью получения 
антирабической сыворотки следует выполнять через 
7–10 дней после последней иммунизации. через три 
недели после взятия крови лошадям показана повтор-
ная иммунизация. исследования антирабических сы-
вороток лошадей, иммунизированных культуральным 
антигеном, позволили выявить их специфическую ак-
тивность на уровне (1:554 – 1:692) в реакции нейтра-
лизации вируса бешенства на белых мышах.

в лабораторных условиях из сывороток кроликов 
и лошадей, иммунизированных культуральным анти-
геном, были получены экспериментальные образцы 
антирабического иммуноглобулина. специфическая 
активность лабораторных образцов кроличьего аиг, 
определенная в реакции нейтрализации вируса бешен-
ства на белых мышах, составила 332 и 347 ме/мл; ла-
бораторные образцы аиг, полученные из сыворотки 
крови лошади, показали специфическую активность 
на уровне 242 и 214 ме/мл. согласно нормативной 
документации, для применения в практической ме-
дицине специфическая активность антирабическо-
го иммуноглобулина должна составлять не менее 
150 ме/мл. Физико-химические свойства (содержа-
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ние белка, электрофоретическая чистота, цветность, 
прозрачность, рн) лабораторных образцов аиг так-
же удовлетворяли требованиям, предъявляемым к 
выпускаемому препарату аиг.

рабочий цикл по получению пилотных серий 
антирабического иммуноглобулина с использова-
нием культуральных технологий предварял этап 
разработки соответствующей производственно-
технологической документации. основными норма-
тивными документами на производство гетерологич-
ного антирабического иммуноглобулина являются 
промышленный регламент и фармакопейная статья 
предприятия. промышленный регламент устанавли-
вает методы производства, технологические норма-
тивы технические средства, условия и порядок про-
ведения технологического процесса, обеспечиваю-
щий получение препарата с показателями качества, 
отвечающими требованиям фармакопейной статьи 
предприятия. регламент также устанавливает безо-
пасность ведения работ и достижение оптимальных 
технико-экономических показателей производствен-
ного процесса. разработанный проект изменений в 
настоящий промышленный регламент включал из-
ложение основных этапов изготовления культураль-
ного рабического антигена: пассирования клеточной 
культуры, подготовки клеточной культуры к крио-
консервации, восстановления клеточной культуры 
после криоконсервации, культивирование вируса бе-
шенства на клеточной культуре, концентрирование 
урожая культуральной биомассы методом тангенци-
альной ультрафильтрации. помимо изложения новых 
технологических этапов, дополнения в действующий 
регламент описывают требования к используемой 
для репродукции производственного штамма вируса 
бешенства «москва 3253» перевиваемой клеточной 
линии Vero, а также методы контроля на отсутствие 
микоплазм. 

требования к качеству выпускаемого препарата 
гетерологичного антирабического иммуноглобули-
на устанавливает соответствующая фармакопейная 
статья предприятия (Фсп). данный документ содер-
жит перечень показателей и методов контроля каче-
ства препарата с учетом технологии производства. 
разработанный проект изменений в действующую 
Фсп на антирабический иммуноглобулин опреде-
ляет требования к клеточной культуре для репродук-
ции производственного штамма вируса бешенства. в 
проекте изменений в Фсп также приведено описа-
ние процедуры проведения тестирования антираби-
ческого иммуноглобулина, полученного с примене-
нием культуральных технологий, на отсутствие ми-
коплазм в пцр с использованием коммерческой тест-
системы для выявления микоплазм PCR Mycoplasma 
Kit («AppleChem», германия) с последующей визуа-
лизацией продуктов пцр в агарозном геле с помо-
щью системы «GelDoc 2000». 

использование новых этапов в технологическом 
процессе требует их обязательного документального 
описания непосредственно для самого оператора [7]. 

подобное изложение подлежит оформлению в спе-
циальных документах – стандартных операцион-
ных процедурах (соп). целью соп является стан-
дартизация деятельности сотрудников, повышение 
их ответственности, а следовательно, обеспечение 
надлежащего качества выполнения технологиче-
ской операции и получения качественного продук-
та. составлению соп предшествовала разработ-
ка соответствующих методических рекомендаций 
учрежденческого уровня, которые использовали для 
первичного обучения персонала выполнению соот-
ветствующей соп и получения объективной оценки 
применимости требований данного документа и его 
соответствия требованиям практики. по итогам обу-
чения были предложены рекомендации по оптимиза-
ции процессов или текста, согласно которым коррек-
тировали финальный вариант соп. при разработке 
соп на новые технологические этапы принимали во 
внимание рекомендации российских и зарубежных 
исследователей [3, 7, 14, 22], а также нормативные 
документы. 

в рамках проведенных исследований на каждую 
производственную операцию с использованием кле-
точных культур составлен соответствующий проект 
соп. каждый проект соп содержит следующую 
информацию: наименование учреждения и подраз-
деления, для которого предназначается данный доку-
мент; название документа, которое должно отражать 
суть проводимой операции, фамилии автора, а также 
утверждающих должностных лиц и даты утверж-
дения. в документе отражены цель процедуры и 
область ее применения в соответствии с особенно-
стями деятельности производственного участка, для 
которого предназначена соп; указаны материалы, 
оборудование и инструменты, используемые для вы-
полнения процедуры. инструкции выполнения соп 
содержат всю необходимую информацию, включая 
ссылки на применяемую при разработке соп лите-
ратуру и нормативные документы. при этом в доку-
менте также отражены требования к квалификации и 
ответственности исполнителя данной соп. 

с учетом внесенных изменений в нормативную 
документацию были выпущены три пилотные серии 
антирабического иммуноглобулина. получение анти-
рабического иммуноглобулина осуществляли методом 
риванол-спиртового фракционирования иммунной 
сыворотки [6]. осадок гамма-глобулиновой фракции 
растворяли в физиологическом растворе до конечной 
концентрации белка (10±1) %. очистку белкового рас-
твора от посторонних примесей проводили с помощью 
разработанной системы каскадной фильтрации. она 
состоит из нескольких баромембранных процессов: 
фильтрация через патронные мембранные элементы с 
размерами пор 0,80 и 0,45 мкм, ультрафильтрация на 
диализной колонке FX100 Fresenius Helixone, фильтра-
ция через глубинные фильтры ZetaCarbon и ZetaPlus, 
конечная стерилизующая фильтрация через ацетат-
целлюлозные мембраны 0,22 мкм. данная система 
фильтрации позволяет получить стерильный антира-
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бический иммуноглобулин, максимально очищенный 
от риванола, гемпигмента, пирогенов, остатков спир-
та, что в совокупности с биологическими показате-
лями характеризует высокое качество выпускаемого 
препарата. очищенный препарат был разлит в ампулы 
по 5 см3. всего получено три пилотные серии общим 
объемом 8,2 дм3. специфическая активность пилот-
ных серий в реакции нейтрализации вируса бешен-
ства на белых мышах составила 151, 160 и 165 ме/мл. 
Физико-химические и биологические свойства полу-
ченных пилотных серий антирабического иммуногло-
булина, изученные в межлабораторных испытаниях, 
подтвердили соответствие полученных показателей 
требованиям нормативной документации на коммер-
ческий препарат антирабического иммуноглобулина. 
положительные результаты, полученные при прове-
дении испытаний пилотных серий антирабического 
иммуноглобулина, подтверждают эффективность раз-
работанной технологии получения культурального ра-
бического антигена для иммунизации продуцентов. 

таким образом, в результате выполнения ис-
следований при реализации Фцп «национальная 
система химической и биологической безопасности» 
(2009–2014) по разработке и внедрению культураль-
ных технологий в производство антирабического 
иммуноглобулина достигнуты следующие целевые 
показатели:

опубликовано пять статей в журналах, рекомен-
дованных вак;

разработано шесть методических рекомендаций 
учрежденческого уровня;

получен патент № 2511440 «способ количе-
ственного определения фиксированного вируса бе-
шенства штамма «москва 3253» [8];

защищена одна диссертация на соискание уче-
ной степени кандидата биологических наук;

разработаны проекты изменений в норматив-
ную документацию на производство препарата 
«иммуноглобулин антирабический из сыворотки 
крови лошади жидкий, раствор для инъекций»;

разработаны проекты 26 стандартных операци-
онных процедур;

получены три пилотные серии антирабическо-
го иммуноглобулина с применением культуральных 
технологий с учетом разработанных изменений в 
нормативную документацию.

конфликт интересов. авторы подтверждают 
отсутствие конфликта финансовых/нефинансовых 
интересов, связанных с написанием статьи.
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для специфической иммунопрофилактики 
чумы в странах снг, в том числе в казахстане, ис-
пользуется живая чумная вакцина на основе штам-
ма Yersinia pestis EV линии нииэг (жчв) [4, 5]. 
адаптивный (антиген специфический) иммунный 
ответ на вакцинацию включает два периода свое-

го развития: «начальный» и «эффекторный» [1]. 
начало антигенспецифического иммунного ответа 
при вакцинации характеризуется формированием 
лимфоцитов, имеющих рецепторы к антигену возбу-
дителя (лфр) [1]. этот период иммунного ответа на 
жчв практически не изучен. наиболее часто такие 
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цель работы. разработка реагента для выявления лимфоцитов с рецепторами (лфр) к F1 антигену Yersinia 
pestis. материалы и методы. в работе использована живая чумная вакцина на основе штамма Yersinia pestis EV 
линии нииэг, инактивированные формалином взвеси микроорганизмов – Y. pestis, 3123, Y. enterocolitica серо-
вара о9 н-383, Y. pseudotuberculosis серовара O1 2841; капсульный антиген Y. pestis F1, полученный по методу 
Baker; липополисахарид Y. pestis к1, фиксированные ацетальдегидом эритроциты быка. сенсибилизацию эритро-
цитов быка F1проводили при помощи риванола. лимфоциты из крови выделяли в градиенте плотности фиколл-
верографин 1.077. лфр определяли методом адгезии реагента на выделенных лимфоцитах. в контроле исполь-
зовали эритроциты, не нагруженные F1. после экспозиции выполняли по 7 определений лфр специфичности F1 
и лимфоцитов, связавших контрольный реагент. в работе использовано 8 кроликов, иммунизированных живой 
вакциной EV, и 2 кролика, иммунизированных инактивированной вакциной EV. обследовано 5 людей, иммунизи-
рованных вакциной EV. результаты и выводы. определена оптимальная сенсибилизирующая доза антигена F1 
(250 мкг/мл). в опытах ингибиции гомологичным и гетерологичными антигенами показана специфичность вы-
явления лимфоцитов с рецепторами к F1. лфр к F1 обнаружены в периферической крови всех кроликов и людей, 
иммунизированных вакциной EV. у кроликов лфр выявлены со 2-х по 35-е сутки, у людей – со 2-х по 14-е сутки 
после вакцинации. показано, что при повторной вакцинации людей лфр появлялись и исчезали раньше, чем при 
первичной вакцинации.

Ключевые слова: живая чумная вакцина EV, лимфоциты с рецепторами к антигену F1, вакцинация людей и 
кроликов
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Objective of the study is to develop a reagent for the detection of lymphocytes with Yersinia pestis F1 antigen receptors. Materials 
and methods. Utilized have been: live plague vaccine based on the strain of Yersinia pestis EV NIIEG, formalin killed suspensions 
of microorganisms – Y. pestis, 3123, Y. enterocolitica O9 H-383 serovar, Y. pseudotuberculosis O1 2841 serovar; acetaldehyde-im-
mobilized capsular antigen of Y. pestis F1 (obtained applying Baker methodology), lipopolysaccharide of Y. pestis K1, and bovine 
erythrocytes. Bovine erythrocyte F1 sensibilization has been performed using rivanol. Lymphocytes from blood have been isolated in 
density gradient ficoll-verografin 1.077. Lymphocytes with Yersinia pestis F1 antigen receptors have been detected by means of re-
agent adhesion onto the isolated lymphocytes. F1-free erythrocytes serve as controls. After the exposition, 7 evaluations of specificity 
to F1 and the lymphocytes, binding control reagent, have been carried out. Deployed have been 8 rabbits, immunized with live vaccine 
EV, and 2 rabbits, immunized with inactivated vaccine EV. Examined have been EV-vaccinated 5 persons. Results and conclusions. 
Identified is optimum sensibilizing dose of F1 antigen (250 µg/ml). Specificity of lymphocytes with receptors to F1 is demonstrated in 
inhibition experiments applying homologous and heterogeneous antigens. Lymphocytes with receptors to F1 (LRs) have been detected 
in peripheral blood of all rabbits and humans, immunized with vaccine EV. LRs have been registered since day 2 till day 35 in the 
rabbits, and in humans – since day 2 till day 14 after vaccination. It is shown that in case of revaccination of humans, LRs emerge and 
disappear earlier, than in case of primary immunization. 
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лимфоциты выявляют адгезивным тестом – связы-
ванием лимфоцитами инертного носителя с сорби-
рованным антигеном возбудителя/иммуногена [1]. 
адгезивный тест оценки содержания лфр успешно 
использован при различных инфекционных заболе-
ваниях и при иммунизации людей и животных раз-
личными вакцинами [2].

цель настоящего исследования – разработка ре-
агента для оценки содержания лфр к F1 у людей и 
животных, вакцинированных жчв.

материалы и методы 

использовали штаммы микроорганизмов Yersina 
pestis, EV, Y. pestis 3123, Y. pestis к1, Y. enterocolitica 
серовара о9 н-383, Y. pseudotuberculosis серовара O1 
2841, полученные из республиканской коллекции 
и депозитария особо опасных микроорганизмов с 
музеем живых культур казахского научного центра 
карантинных и зоонозных инфекций им. м.ай ким-
баева (кнцкзи), а также живую чумную вакцину, 
полученную на основе штамма Y. pestis EV линии 
нииэг (производства кнцкзи). 

капсульный антиген Y. pestis F1 получали по ме-
тоду E.E.Baker [8] с использованием Y. pestis штамма 
к1, выращенного при 37 °с в течение 48–72 ч на ага-
ре хоттингера с добавлением 1 % хлористого каль-
ция и 0,5 % гемолизированной крови. получение 
использованного капсульного антигена F1 регла-
ментировано стандартом предприятия (кнцкзи) – 
ст 24340-1910-гп-25-2011. активность F1 антигена 
проверяли в рнга с диагностикумом эритроцитар-
ным чумным иммуноглобулиновым производства 
кнцкзи. чистоту полученного антигена опреде-
ляли с использованием «Western blot» со стандарт-
ной анти-F1-сывороткой (сыворотка чумная агглю-
тинирующая лошадиная производства «микроб», 
саратов, рФ). полученный антиген представляет 
собой белок с молекулярным весом 17000 Da, с воз-
можным присутствием незначительных количеств 
белков с молекулярным весом 34000 и 68000 Da.

в качестве сорбента, связывающего F1, при-
менили фиксированные ацетальдегидом эритро-
циты быка, спонтанно не связывающиеся с лим-
фоцитами человека, кролика и морских свинок [3]. 
сенсибилизацию эритроцитов F1 осуществляли 
при помощи риванола [7]. выделение лимфоцитов 
из крови проводили в градиенте плотности фиколл-
верографин 1,077. 

лфр определяли методом адгезии реагента на 
выделенных лимфоцитах при соотношении 1,2·108 

корпускул реагента на 2·106 лимфоцитов. в контро-
ле вместо реагентов специфичности F1 использо-
вали те же эритроциты, не нагруженные F1. после 
экспозиции выполняли по 7 повторов определений 
лфр специфичности F1 и лимфоцитов, связавших 
контрольный реагент. рецепторы к F1 у лимфоцита 
считали выявленными, если он связывал не менее 3 
корпускул реагента. при этом лфр в пробе лимфо-

цитов считали выявленными, если их содержание, 
определенное с тем или иным опытным реагентом, 
достоверно (р≤0,05) превышало содержание в той же 
пробе лимфоцитов, связавших контрольный реагент. 
по этим данным определяли среднее содержание 
лфр в биопробе лимфоцитов. на протяжении всего 
опыта использовали одну и ту же серию каждого ре-
агента. содержание лфр и лимфоцитов, связавших 
контрольный реагент, в суспензии лимфоцитов выра-
жали впроцентах. учет реакции проводили визуаль-
ным методом с использованием светового микроско-
па «Zeiss» со встроенной подсветкой с иммерсионной 
системой, при увеличении в 1000 раз (окуляр – ×10, 
объектив – ×100).

специфичность разработанного реагента оцени-
вали по ингибиции его связывания с лимфоцитами 
гомо- и гетерологичными антигенами по следующей 
схеме: в пробирку, содержащую 20 мкл исследуемой 
взвеси лимфоцитов в концентрации 4·106 м.к./мл, до-
бавляли равный объем ингибирующего антигена (в 
контроле – 0,85 % раствор NaCl). смесь выдержива-
ли 30 мин при 37 ° с. после этого в пробирку вно-
сили F1 реагент и определяли содержание лфр, как 
описано выше. в качестве гомологичного антигена 
использовали убитую формалином взвесь Y. pestis 
штамма EV, содержащую 2·109 м.к./мл, в качестве 
гетерологичных – аналогично приготовленные взве-
си штаммов: дефектного по F1 антигену штамма 
Y. pestis 3123, штаммов Y. enterocolitica серовара о9 
н-383, Y. pseudotuberculosis O1 2841, а также липопо-
лисахарид (лпс) Y. pestis штамма к1. 

в работе использованы 10 взрослых самцов кро-
ликов массой 2–2,5 кг. 8 кроликов были иммунизи-
рованы внутривенным введением жчв (3·108 м.к.) в 
0,5 мл 0,85 % раствора натрия хлорида и 2 кролика – 
инактивированной формальдегидом этой же вакци-
ной в той же концентрации. кровь для исследования 
была взята из краевой вены уха в пробирку с гепари-
ном (~4 мл). лимфоциты, выделенные у двух кроли-
ков на 15-е сутки после вакцинации, использовали в 
опытах по определению оптимальной сенсибилизи-
рующей дозы антигена.

лимфоциты от 2 кроликов, иммунизированных 
жчв, и 2 кроликов, иммунизированных инактиви-
рованной формальдегидом вакциной, выделенные 
на 4-е и 7-е сутки после вакцинации, использовали в 
опытах по изучению специфичности лфр.

динамику лфр изучали на 4 кроликах и 5 здо-
ровых взрослых людях, иммунизированных жчв. 
содержание лфр у каждого кролика определяли до 
и через 2, 4, 7, 14, 21, 28, 35 и 42 сут после имму-
низации. работа с животными проводилась с учетом 
«правил проведения работ с экспериментальными 
животными». протоколы проведения опытов (№ 6–8) 
были рассмотрены и одобрены на заседании биоэти-
ческой комиссии кнцкзи.

вакцинацию людей проводили в соответствии 
с утвержденной инструкцией по применению жчв, 
скарификацией. 1 доза вакцины содержала 3·109 м.к. 
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Y. pestis EV линии нииэг. кровь для исследования 
брали из локтевой вены до вакцинации и через 2, 6, 
9, 13, 20, 27, 34, 48 и 62 сут после вакцинации. все 
вакцинированные люди относились к декретируемо-
му контингенту лиц, подлежащих вакцинации про-
тив чумы, и дали добровольное информированное 
согласие на использование данных их обследования 
в научных публикациях. 

в работе применяли статистические методы 
частных сравнений серий. результат считали значи-
мым при р≤0,05. 

результаты и обсуждение

Выбор оптимальной сенсибилизирующей дозы. 
для выбора дозы F1, обеспечивающей оптималь-
ную чувствительность реагентов, фиксированные 
эритроциты сенсибилизировали растворами, содер-
жащими F1 в концентрациях от 3,9 до 1000,0 мкг/
мл. приготовленные экспериментальные серии реа-
гентов тестировали на лимфоцитах кроликов, выде-
ленных из их крови через 15 сут после иммунизации 
жчв. реагенты всех 9 экспериментальных серий 
и одной контрольной (эритроциты, не нагружен-
ные антигеном) тестировали параллельно с одной 
и той же пробой лимфоцитов, выделенных из кро-
ви каждого из двух иммунизированных кроликов. 
оптимальной сенсибилизирующей дозой считали ту 
дозу антигена, использование которой обеспечивало 
способность реагента выявлять в пробе лимфоцитов 
иммунизированных кроликов максимальное количе-
ство лфр. такой дозой оказалась концентрация анти-
гена 250 мкг/мл. в дальнейших исследованиях при 
получении реагента использовали вышеуказанную 
дозу антигена.

Оценка специфичности разработанного реаген-
та. на основании экспериментальных результатов 
рассчитывали степень ингибиции (си) – относи-
тельный показатель снижения за счет экспозиции с 
антигеном количества лфр в суспензии лимфоцитов

си = -100 – (исхлфр – экслфр)/исхлфр∙100,
где исхлфр – исходное, до экспозиции с анти-

геном, содержание лфр в анализируемой пробе, 
экслфр – выявленное в пробе после экспозиции с 
ингибитором содержание лфр.

как видно из табл. 1, при использовании гомо-
логичного антигена (инактивированной формали-

ном взвеси Y. pestis EV) наблюдалось выраженное 
(р<0,05) снижение количества лфр к F1 ( от 24 до 
86 % от исходного уровня), причем при исследо-
вании лимфоцитов кроликов, иммунизированных 
инактивированной вакциной, это снижение было 
относительно (р<0,05) большим, чем при исследо-
вании лимфоцитов кроликов, иммунизированных 
живой вакциной. что, по-видимому, связано с до-
стоверно (р<0,05) более низким содержанием лфр 
к F1 при иммунизации вакциной, инактивирован-
ной формалином. чем меньше исходное до инги-
биции содержание лфр в суспензии, тем активнее, 
при прочих равных условиях, ингибиция выявления 
лфр. при использовании гетерологичных антигенов 
незначительное снижение (р<0,05) содержания лфр 
к F1 отмечено лишь в двух случаях: при использова-
нии дефектного по F1 штамма Y. pestis 3123, и лпс 
Y. pestis. в остальных случаях достоверной ингиби-
ции образования лфр не было.

Динамика содержания ЛфР у иммунизирован-
ных кроликов. результаты приведены на рисунке. у 
всех 4 кроликов лфр обнаруживались со вторых по 
35-е сутки после иммунизации. максимум их содер-
жания (12,8±0,14 %) был отмечен на 21-е сутки по-
сле иммунизации, с 42 сут после иммунизации лфр 
в периферической крови уже не было.

Динамика содержания ЛфР у вакцинированных 
людей (предварительные данные). 

результаты обследования вакцинированных лю-
дей приведены в табл. 2, из которой видно, что до 
вакцинации лФр к F1 не обнаружены ни у одного из 

Таблица 1

оценка специфичности лимфоцитов с рецепторами к F1

иммунизация  
вакциной EV

сроки  
исследования**

содержание 
лфр, %***

степень ингибиции (в %) при использовании***

Y. pestis EV Y. enterocolitica Y. pseudotuberculosis Y. pestis 3123 лпс Y. pestis

живая 4 3,21±0,15 23,6±3,6 7,1±4,9 5,4±5,2 5,2±4,5 6,5±5,0
7 5,29±0,16 36,6±1,8 -3,2±2,2 -2,0±2,6 *7,6±2,5 *7,6±2,5

инактивированная 
формалином

4 2,21±0,11 85,7±5,5 5,4±2,8 4,8±3,2 -1,2±4,4 7,1±3,8
7 3,93±0,13 61,9±3,1 8,9±5,0 8,9±3,3 3,2±2,2 1,4±1,4

*р<0,05. **количество дней после вакцинации. ***средняя арифметическая и ее средняя квадратическая ошибка.

зависимость содержания лфр от срока иммунизации кроликов
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5 обследованных людей, хотя трое из них были вак-
цинированы ранее. после вакцинации лФр к F1 вы-
явлены у всех вакцинированных людей. обнаружено 
различие в динамике лфр у людей, вакцинирован-
ных первый раз и повторно. при первичной вакцина-
ции лфр на 2-е сутки после вакцинации обнаружены 
только у одного из вакцинированных (4,0 %), а при 
повторной вакцинации – у всех трех человек. их со-
держание было достоверно (р<0,05) более высоким 
(от 6 до 18 %). не исключено, что у ревакцинирован-
ных лфр появляются в периферической крови уже 
в первые сутки после иммунизации. максимальное 
содержание лфр у повторно вакцинированных было 
значимо (р<0,05) большим (от 16 до 19 %), чем у 
первично вакцинированных (от 9 до 14 %). у двух 
из трех людей, вакцинированных вторично, и обоих 
лиц, вакцинированных первично, лфр обнаружива-
лись до 13 сут после вакцинации. при этом содержа-
ние лфр у первично вакцинированных людей было 
больше, чем у повторно вакцинированных. на 20-е и 
в последующие сутки после вакцинации лфр в пери-
ферической крови не определялись.

для получения реагента, обеспечивающего вы-
явление лфр, характеризующих начальную стадию 
иммунного ответа, был выбран капсульный антиген 
F1 Y. pestis. этот антиген присутствует в большинстве 
вакцин для профилактики чумы, в составе микроб-
ных клеток или в виде рекомбинантного белка [6, 9, 
10]. следовательно, данный реагент можно будет ис-
пользовать для оценки начальной стадии поствакци-
нального ответа не только при использовании жчв. 
исследования по ингибиции взаимодействия разра-
ботанного реагента с лимфоцитами показали его вы-
сокую специфичность по отношению к использован-
ному антигену (F1). лишь в двух случаях из двадцати 
(табл. 1) была выявлена небольшая ингибиция гете-
рологичными препаратами: взвесью дефектного по 
F1 штамма Y. pestis и лпс Y. pestis. очевидно, что в 
этих двух продуктах сохраняются следовые количе-
ства F1. принципиально важно, что степень ингиби-
ции гомологичным антигеном взаимодействия лфр с 
разработанным реагентом всегда существенно более 
высокая, чем гетерологичными.

изучение динамики лфр у кроликов и людей, 
вакцинированных жчв, показало, что лфр к F1 в 

периферической крови появляются очень рано, осо-
бенно при повторной вакцинации, уже на 2-е сутки 
после вакцинации. эти данные соответствуют сро-
кам выявления лфр на других моделях вакцинации и 
при различных заболеваниях [2]. при обследовании 
вакцинированных людей отмечено различие в дина-
мике и содержании лфр при первичной и повторной 
вакцинации. хотя, учитывая малочисленность об-
следованных групп, исследование будет продолже-
но. применение разработанного реагента позволит в 
дальнейшем изучить влияние начального периода на 
эффекторный период адаптивного иммунного ответа 
на жчв и ее протективную активность.

таким образом, разработан реагент для опреде-
ления лимфоцитов с рецепторами к капсульному ан-
тигену F1 Yersina pestis. применение разработанного 
реагента в реакции адгезии позволяет определять та-
кие лимфоциты после иммунизации живой и инакти-
вированной чумной вакциной. в опытах ингибиции 
гомологичным и рядом гетерологичных антигенов 
показана специфичность выявления лимфоцитов с 
рецепторами к F1 реагенту. у вакцинированных жи-
вой чумной вакциной кроликов и людей лфр к F1 об-
наружены в периферической крови уже на 2-е сутки 
после иммунизации.
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в настоящее время специфическая профилакти-
ка особо опасных инфекций (чума, сибирская язва, 
туляремия, бруцеллез) в российской Федерации осу-
ществляется в соответствии с национальным кален-
дарем прививок по эпидемическим показаниям.

вакцина чумная живая производится ставро-
польским нипчи и 48 центральным научно-иссле-
до вательским институтом министерства обороны 
российской Федерации (48 цнии мо рФ); вак-
цина сибиреязвенная живая – 48 цнии мо рФ. 
производственные площадки вакцин туляремийной 
и бруцеллезной живых расположены в филиале нпо 
«микроген» минздрава россии, омск. 

вакцины против особо опасных инфекций 
(оои) изготавливаются по промышленным регла-
ментам, которые устанавливают порядок изготов-
ления и контроля их качества, обеспечивающие по-
лучение препарата, соответствующего требованиям 
нормативной документации (гФ XIII, ч. 3, 2013; 
Фармакопейная статья предприятия) и своему на-
значению. 

для изготовления живых вакцин используют-

ся вакцинные штаммы Yersinia pestis EV нииэг, 
Bacillus anthracis сти-1, Francisella tularensis 15 
нииэг и Brucella abortus 19 Bа, которые относят-
ся к III группе патогенности. в системе обеспечения 
качества живых вакцин особое внимание уделяет-
ся сохранению жизнеспособности и стабильности 
основных биологических свойств вакцинных штам-
мов в процессе их хранения, которые должны быть 
типичными по культуральным, морфологическим, 
биохимическим, генетическим, серологическим и 
иммунобиологическим свойствам [4, 5, 6].

до апреля 2011 г. промышленные регламенты 
на живые вакцины против оои утверждались ру-
ководителями учреждений-производителей и согла-
совались в гиск им. л.а.тарасевича. в результате 
реорганизации, в соответствии с распоряжением 
правительства российской Федерации № 2058-р от 
17 ноября 2010 г., Фгун «гиск им. л.а.тарасевича» 
присоединен к Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии и с 1 апреля 2011 г. является его структур-
ным подразделением. 

в настоящее время контроль за соблюдением ли-
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цензионных требований при осуществлении деятель-
ности по производству лекарственных средств для 
медицинского применения (приказ минпромторга 
россии № 877 от 7 июня 2013 г.) и правил организа-
ции производства контроля качества лекарственных 
средств (приказ минпромторга россии от 14 июня 
2013 г. № 916) осуществляет министерство про-
мышленности и торговли российской Федерации, 
а государственный контроль за качеством иммуно-
биологических лекарственных препаратов – служба 
росздравнадзора.

указанные выше штаммы с 40-х годов прошлого 
столетия и по настоящее время хранятся и поддер-
живаются в государственной коллекции патоген-
ных микроорганизмов III–IV групп патогенности 
гиск им. л.а.тарасевича, ныне Фгбу «нцэсмп» 
минздрава россии. 

при производстве живых вакцин следует учи-
тывать, что длительное использование вакцинного 
штамма может привести к изменению его основных 
свойств, что повлияет на качество вакцин, исполь-
зующихся для специфической профилактики, а в 
некоторых случаях и потере штамма. за продолжи-
тельный период времени использования живых вак-
цинных штаммов против оои ученым и производи-
телям вакцин приходилось неоднократно восстанав-
ливать их иммуногенную активность.

известно, что в 1950–1960-х годах было выявле-
но снижение иммуногенных свойств штамма Y. pestis 
EV, использовавшегося в производстве чумной вак-
цины. при проведении в внипчи «микроб» (ныне 
роснипчи «микроб») работ по восстановлению 
иммуногенных свойств штамма Y. pestis EV, наибо-
лее стабильной и иммуногенной была признана ли-
ния нииэг. приказом минздрава ссср № 118 от 
21 марта 1960 г., для производства вакцины чумной 
живой используется вакцинный штамм Y. pestis EV 
линии нииэг.

в начале 1950-х годов производство сибире-
язвенной вакцины на основе штамма B. anthracis 
сти-1 передано из санитарно-технического инсти-
тута министерства обороны в министерство здраво-
охранения ссср. начиная с 1962 г. сибиреязвенную 
вакцину готовили на основе штамма B. anthracis 
сти-1 в научно-исследовательском институте вак-
цин и сывороток (ниивс, тбилиси). 

однако в 1992 г. при освоении производства 
вакцины на базе 48 цнии мо рФ выявлено, что 
культура штамма B. anthracis сти-1, полученная из 
ниивс, в процессе длительного хранения и много-
кратных пересевов на питательные среды изменила 
свои культурально-морфологические и иммунобио-
логические свойства. для восстановления иммунно-
генных свойств штамма проводились работы путем 
пассажа микробной культуры через организм вос-
приимчивого животного (морские свинки) [3, 9].

в производстве живой туляремийной вакцины 
в 1930-х годах использовался штамм F. tularensis 
«москва». впоследствии данный штамм был уте-

рян. в 1940-х годах н.а.гайский получил штамм 
F. tularensis 15, обладающий высокой иммуногенно-
стью [2]. однако использование его на протяжении 
ряда лет без должного изучения свойств привело к 
практически полной утрате его иммуногенности. 
для восстановления иммуногенных свойств потре-
бовалось проводить пассирование штамма через ор-
ганизм животных. в дальнейшем данный штамм ис-
пользовался в производстве как «штамм F. tularensis 
15-восстановленный». на протяжении долгих лет 
применения штамм F. tularensis 15 несколько раз 
подвергался восстановлению иммуногенных свойств 
(1950, 1960, 2003 гг.) и получил название F. tularensis 
15 нииэг [7, 8]. производство вакцины на основе 
штамма F. tularensis 15 нииэг было разрешено при-
казом мз рсФср от 25 мая 1963 г. на двух площадках 
по производству бактерийных препаратов – в омске 
и одессе, с 1992 г. – в омске.

производство живой бруцеллезной вакцины 
на основе штамма B. abortus 19 BA было освоено в 
санитарно-техническом институте министерства 
обороны ссср в 1940-х годах, а затем передано 
министерству здравоохранения ссср. производство 
живой бруцеллезной вакцины налажено в 1963 г. 
на базе омского предприятия по производству бак-
препаратов (приказ минздрава рсФср № 148 от 
1963 г.).

в соответствии с разделом «производственные 
штаммы микроорганизмов» промышленных ре-
гламентов изготовление и изучение свойств вак-
цинных штаммов необходимо было проводить в 
учреждении-производителе вакцин и специализи-
рованной лаборатории гиск им. л.а.тарасевича. в 
период срока хранения (10 лет) вакцинные штаммы 
перед началом каждого производственного цикла 
изготовления вакцин изучали на двух базах. по ре-
зультатам проведенных исследований составлялись 
протоколы, подтверждающие возможность исполь-
зования данных штаммов в производстве живых 
вакцин против оои.

в промышленных регламентах и Фармакопей-
ных статьях предприятия на вакцины против оои 
был прописан порядок получения вакцинных штам-
мов из государственной коллекции патогенных ми-
кроорганизмов III–IV групп патогенности Фгун 
гиск им. л.а.тарасевича (ныне Фгбу«нцэсмп» 
минздрава россии), где было указано, что произво-
дители вакцин перед началом производственного 
цикла должны получать вакцинные штаммы по за-
просу в установленном порядке.

в сложившихся условиях установленная ранее 
система обращения и порядка учета движения произ-
водственных живых вакцинных штаммов против осо-
бо опасных инфекций перестала работать, что приве-
ло к нарушению межведомственного взаимодействия 
по передаче, изучению, поддержанию и хранению 
очередных изготовленных серий (таблица).

вместе с тем необходимо отметить, что по ис-
течении срока годности живых вакцинных штаммов 



БИОТЕХНОЛОГИЯ, ИММУНОЛОГИЯ

1092016, issue 2

вновь изготовленные серии остаются на производ-
ственной площадке и изучаются только производи-
телями, что является неконтролируемым процессом, 
который может привести к потере основных свойств 
вакцинных штаммов и изготовлению вакцин, не со-
ответствующих своему назначению.

в связи с окончанием срока годности и запа-
сов вакцинного штамма, изготовленного в 2003 г., 
в филиале нпо «микроген» (омск) в 2012 г. была 
изготовлена очередная серия штамма F. tularensis 15 
нииэг, которая, по данным производителей, соот-
ветствовала требованиям промышленного регла-
мента на вакцину туляремийную живую. однако при 
оценке качества в Фгбу «нцэсмп» минздрава 
россии данная серия была забракована по показателю 
«отсутствие посторонней микрофлоры и грибов». 

новая серия штамма, изготовленная в 2013 г., 
по данным производителей и Фгбу «нцэсмп» 
минздрава россии по всем регламентированным по-
казателям соответствовала установленным требова-
ниям и была признана пригодной для производства 
живой туляремийной вакцины.

в современных условиях возникают трудности 
при решении вопроса о сохранности изготовленного 
штамма, о его поддержании и изучении, так как про-
изводители считают вакцинные штаммы «авторски-
ми» и не желают передавать их в государственную 
коллекцию микроорганизмов III–IV групп патоген-
ности Фгбу «нцэсмп» минздрава россии, где 
данные штаммы депонированы.

в то же время практика показывает, что для сво-
евременного предупреждения изменения основных 
свойств вакцинных штаммов, использующихся в 
производстве вакцин против оои, изучение их им-
мунобиологических свойств необходимо проводить 
не только на базе учреждения-производителя, но и 
на базе профильного учреждения, т.е. должно быть 
независимым [1, 10, 11, 12].

несмотря на большие достижения в совершен-
ствовании профилактики инфекционных болезней 
и конструировании новых вакцинных штаммов про-
тив оои, в том числе рекомбинантных, ни один из 
предложенных штаммов не прошел в установленном 

порядке доклинические испытания, не говоря уже 
о проведении клинических испытаний для их при-
знания в качестве кандидатов в вакцинные штаммы. 
восстановление же иммуногенности производствен-
ных штаммов против оои или разработка новых 
вакцинных штаммов потребует много средств и уча-
стия квалифицированного персонала.

следует обратить внимание на то, что в сло-
жившихся условиях из-за отсутствия нормативно-
правовой базы нарушен порядок обращения вак-
цинных штаммов между учреждениями различных 
ведомств. вместе с тем сохранность свойств вак-
цинных штаммов, использующихся при изготовле-
нии вакцин против оои, в надлежащем состоянии 
обеспечивает санитарно-эпидемиологическое благо-
получие населения рФ как в обычных условиях, так 
и при террористических актах с применением био-
логического оружия, или при возникновении других 
чрезвычайных ситуаций. 

Вопросы, требующие решения:
- отсутствует документ, в котором прописан 

алгоритм хранения и движения чумного, сибиреяз-
венного, туляремийного, бруцеллезного вакцинных 
штаммов после их изготовления и изучения на про-
тяжении срока годности (10 лет) для производителей 
вакцин и контролирующих учреждений различных 
ведомств;

- рассматривается возможность закрытия произ-
водства туляремийной и бруцеллезной вакцин в нпо 
«микроген» (филиал в омске) и введение новой про-
изводственной площадки на базе нпо «вирион» 
(филиал в томске), в котором отсутствуют специали-
сты, имеющие опыт работы с туляремийным и бру-
целлезным микробами;

- вакцинный штамм F. tularensis 15 нииэг, из-
готовленный в 2013 г., изучается и хранится только 
в нпо «микроген» (филиал в омске) и использует-
ся для изготовления туляремийной вакцины уже на 
двух базах;

- вакцинный штамм B. anthracis сти-1, изготов-
ленный в 2014 г. и использующийся для изготовления 
сибиреязвенной вакцины в настоящее время, изучен 
и хранится только в 48 цнии минобороны;

состояние вакцинных штаммов против оои на I кв. 2016 г.  
в Государственной коллекции патогенных микрорганизмов III–IV групп патогенности фГбУ «нцЭсмП» минздрава россии

наименование штамма  
(3 группа патогенности)

год  
изготовления

год изготовления новой 
серии

количество ампул  
в госколлекции  

микроорганизмов 
«нцэсмп»

количество ампул  
у производителя  

вакцины 

используемый 
штамм  

при изготовлении 
вакцины

год последнего 
изучения штамма  

в «нцэсмп»

 Yersinia pestis EV нииэг 2008 2018 9 0 «нцэсмп» 2011

 Bacillus anthracis Cти-1 2004 2014 0 приготовленная 
серия

«48 цнии мо рФ» 2011

 Francisella tularensis 15 
 нииэг

2003 25 0 2010

2012 брак по контаминации 
посторонней  

микрофлорой (нцэсмп)

уничтожен 0

2013 78 сведения  
отсутствуют

нпо «микроген» 
(филиал в омске)

2013

 Brucella abortus 19 BA 2007 2017 51 0 «нцэсмп» 2010
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- в 2016 г. заканчивается запас штамма Y. pestis 
EV нииэг и планируется изготовление новой се-
рии. какова будет его дальнейшая судьба на сегод-
няшний день не известно.

- в связи с отсутствием лицензии на осущест-
вление деятельности, связанной с использованием 
возбудителей инфекционных болезней I–II групп па-
тогенности, с 2011 г. в Фгбу «нцэсмп» не прово-
дится оценка качества вакцин и вакцинных штаммов 
против оои по показателю «иммуногенность». 

- несовершенство нормативно-правовой базы 
по обеспечению сохранности вакцинных штаммов и 
недопустимости производства одного наименования 
препарата на основе различных линий вакцинных 
штаммов может привести к снижению основных им-
муногенных свойств штаммов, а в худшем случае – 
их утрате. 

Для улучшения обращения живых вакцинных 
штаммов в нормативно-правовом поле необходимо:

- разработать нормативно-правовую базу по 
обращению и контролю вакцинных штаммов для 
учреждений различных ведомств;

- установить порядок передачи и хранения вак-
цинных штаммов, который следует закрепить в соот-
ветствующих руководящих документах; 

- прописать алгоритм использования вакцинных 
штаммов при изготовлении вакцин против оои, вы-
пускающихся разными производителями и учрежде-
нием, осуществляющим их хранение и поддержание.

- утвердить на федеральном уровне разработан-
ные методические рекомендации «порядок изготов-
ления, изучения, хранения и поддержания вакцинно-
го штамма Francisella tularensis 15 нииэг», (Фгбу 
«нцэсп» минздрава россии, Фкуз роснипчи 
«микроб», Фбун «гнц пмб»).

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